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Dans la nature, les embryons végétaux des graines dites orthodoxes 
entrent dans une paiode de vie ralentie lorqu'ils ont atteint la pleine maturité. Cette 
phase de latence leur permet de dinier la germination jusqu'à ce que la température, 
l'humidité et la luminosité du m*eu extérieur soient fhvorables au développement de la 
jeune plante. 
Au contraire, les embryons cultivés in W o  germent au sein du milieu de 
culture sans passer par cette période de repos observée au sein de la graine. Ce 
phénomène de germination en culture rend la -pulation et la consemation des 
embryons produits iii vitro particulièrement délicates. La germination précoce des 
embryons matures provoque également l'arrêt du développement des jeunes embryons 
qui sont présents en même temps qu'eux dans le milieu de culture. De ce fait, le 
pourcentage d'embryons capables de germer et de devenir une plante adulte dépasse 
rarement 10 % du totd des embryons produits. 
L'objectif principal de ce projet de recherche visait donc à limiter la 
germination en culture d'embryons somatiques de carotte produits en bioréacteur. Dans 
un premier temps nous avons cherché à synchroniser le développement des embryons 
lors de la production afin d'éviter les blocages développementaux et d'augmenter la 
qualité des embiyons produits (réduction du pourcentage d'anomalités et augmentation 
du pourcentage de conversion en plantes). Dans un deuxième temps, les populations 
synchrones d'embryons obtenues ont été soumises a divers traitements visant à limiter, 
voire à éliminer, le phénomène de germination en culture. 
Un nouveau procédé de production 'par paliers de densité'' a été mis au 
point afin de synchroniser le développement des embryons in vitro. Ce procédé utilise le 
phénomène d'auto-inhibition pour bloquer réversiblement la croissance des embryons à 
deux stades précis de leur développement, soit le stade des masses pro-embryonnaires et 
le stade globulaire (stades immatures). 
Le procédé comporte .quatre étapes distinctes qui sont : la culture des 
cellules embryogènes, la production des masses proembryonnaires WE). la formation 
des embryons globulaires (EG) et aifin la maturation des embryons globulaires en 
embryons torpilles @T) prêts à être récoltés. Les trois premières étapes sont effectuées 
en flacons agités alon que la phase de maturation des EG en ET est opérée en 
bioréacteur à doubles nibans héliwidaux 
L'utilisation conjointe de la nouvelle méthode de production par paliers 
de densité (MPD) et d'une nouvelle Lignie cellulaire embryogène a permis de multiplier 
la productivité par 25 par rapport à la méthode de production classique (2 x 103 et 51 x 
103 emb.l-L.j-l respectivement). Simultanément, le pourcentage final de germination en 
culture a d i u f  de 85 % à 28 %. La qualité des embiyons produits a également été 
améliorée, ce qui se traduit par une diminution du pourcentage d'anomalites (de 50 % à 
moins de 10 %) et par une augmentation du pourcentage de germination en sol stérile 
qui passe de 13 % à 96 % (embiyons encapsulés dans des billes d'alginate). 
Il existe un lien direct entre la densité d'inoculation en embryons 
globulaires lors de la demière étape du procédé MPD et la durée d'opération nécessaire 
pour obtenir la concentration maximale en embryons torpilles. Par exemple, on obtient le 
maximum de production (824  ET.^-' produits) au bout de 4 jours si on inocule à 5 g 
EGI' (en matière humide) et au bout de 13 jours en inoculant à 10 g EG-1-' (1032 
~ ~ m 1 - l  produits). On peut donc, simplement en fâisant varier la densité d'inoculation, 
choisir de privilégier soit une fdble durée d'opération du bioréacteur soit la qualité et la 
quantité des embryons produits. En MPD, les populations synchrones d'embryons 
torpilles ou globulaim peuvent être consdes au moins trois semaines à haute 
concentration embryomaire, ce qui permet de dinrer le semis. Ceîte flexibilité de la 
technique par paliers de densité en fat  un outil de production unique en embryogenèse 
végétale. 
Les résultats obtenus par paliers de densité ont démontré que plus il y a 
d'embryons torpüies dans le milii de culture, moins le pourcentage de genmination en 
culture est élevé (45 % de germination à 200  ET.^-' contre 1 % de germination à 2000 
~ ~ . m l - 3 .  De ce f ~ t ,  la densité chocdation en embryons globulaires lors de la demière 
étape de production inûuena directement le pourcentage de germination en culture. En 
flacons agités par exemple, il est possible de maintenir le pourcentage de germination en 
culture en deçà de 5 % en utilisant des densités d'inoculation de 10 g.~l (en matière 
humide) et plus. 
Afin de Iùniter la germination lors des cultures inoculées a basse densité 
d'inoculation (10 g.~ l  et moins en bioréacteur), les embryons ont été soumis à divers 
traitements pendant la phase de maturation des EG en ET. il n'a pas été possible de 
démontrer i'infiuence de l'acide abscissique (ABA) sur la germination en culture en 
MPD. Par contre, les résultats prouvent que I'ABA inhibe le développement des 
embryons globulaires, ce qui d i i e  significativement le nombre d'embryons torpilles 
produits. De plus, les embryons torpilles produits dans un milieu contenant de I'ABA 
ont un pourcentage de germination post-récolte Uiférieur à celui des témoins (cultivés 
sans ABA). 
L'utilisation d'un milieu de production sans Fe-EDTA lors de la 
maturation des embryons globulaires en embryons torpilles provoque une diminution du 
pourcentage de germination en culture de 28 a 3 % (milieu avec et sans Fe-EDTA 
respectivement). Parallèlement, la production en embryons passe de 1000 a 3000 
embiyons torpilles par ml (bioréacteurs ùioculés à 10 g.1-'). 
En& l'augmentation de la concentration en sucrose du milieu de 30 gI1  
à 90 g.1-' lors de la maturation des embryons globulains en embryons torpilles a 
totalement supprimé la germination en culture, tout en multipliant par 5 la production 
d'embryons torpilles (300 et 1400 emb.ml-l à 30 g.l-l & 90 gl-' de sucrose 
respectivement, pour des bioriaaeurs hocuI6s à 5 g.l-L). Ce traitement à haut potentiel 
osmotique a donc été le plus efficace a h  de contrôler la germination au sein des 
cultures opérées à basse densité d'inoculation Notons que ni Le retrait du Fe-EDTA du 
milieu de culture, ni l'augmentation de la concentration en sucrose n'ont eu d'infiuence 
sur le pourcentage de germination post-récolte des embryons traités. 
La synchronisation du développement des embryons cultives in vitro 
constitue une avancée importante en matière d'embryogenèse somatique. La mise au 
point de la technique de production par paliers de daisité a permis à la fois d'améfiorer 
la productivité du bioprocéde, de contrôler la germination en culture et d'augmenter 
significativement la qualité des embryons produits. Pour la première fois on dispose 
d'une méthode simple de contrôle de la germination en culture, qui permet de retarder le 
semis des embryons produits sans altérer leur genninabilité post-récolte. Ce nouveau 
procédé de production d'embryons somatiques possède de plus une flexibilité qui en fait 
un outil de choix en vue d'une future application industrielle. 
ABSTRACT 
h sa d e d  'corthodox" seeds, the growth of rygotic embryos stops as 
soon as they reach fÙB maturie at the torpedo stage- This r e h g  penod is the key of 
the embryos s u ~ v a l  during winter. However, somatic embryos produced in vitro never 
show this quiescent state and germinate in the culture medium irnmediately after they 
reach the torpedo stagee This preacious germination, whïch ocaus before embryo 
harvest, makes their handling and conservation dIffi.cuit, Moreover, the germination of 
somatic torpedo stage embryos during production is responsible for developmental 
abnormalities among the immature embryos. Therefore, no more than 10 % of total 
embryos produced actuaily raich the torpedo stage. 
The main objective of this work was to suppress the precocious 
gennination of carrot somatic embryos produced in bioreactor. Since asynchrony is 
believed to be responsible for abnonnai development of cultivated ernbryos, we first 
attempted to improve theu quality by synchronizing their growth during production. 
Subsequently, we tested various treatments to prevent somatic embvo gennination in 
the culture medium, 
A new production process was developed which ailowed a better 
synchronization of embryo development and enhancement of their morphological 
normalcy. This process uses the auto-antagonism phenornenon to reversibly stop 
embryo development d u h g  production. This process is subdivided into four stages: the 
culture of embryogenic cells, the proembryo masses @ )  production, the globular 
stage embryos (GE) formation and finelly the globular embryos maturation into torpedo 
stage embryos p) ready to be harvested. The fint three stages were carried out in 
agitated flasks whiie the maturation of synchronized GE'S into torpedo stage embryos . 
was perfonned in a helicol nibon impeller bioreactor. 
Using this new "multi' stage production processyy (MSPP) and a new 
Dotlms cmota embryogenic ceil line, productivity was increased 25 fold as compared to 
the conventional production process (CPP) ( 2 x lo3 versus 51 x 103 for MSPP and 
CPP, respectively). In addition, the firiPI germination rate during production decreased 
fiom 85 % to 28% using MSPP as compared to CPP- Furthenuore, embryo quality was 
improved as indicated by féwer abnormalities (10% versus 5W) and increased 
conversion rate into plants (from 13% to 96% in a sterile soiI) of embryos encapsulated 
in alginate beads. 
A direct relationship was estabiished between the globular embryo 
inoculation rate of bioreactor cultures and the time required to reach the maximum TE'S 
concentration using this novel MSPP process. For example, maximum production was 
reached after 4 days when the medium was inoculatecl with 5 g wet weight ~ ~ . 1 - ' ( 8 2 4  
~ E r n 1 - l  produced) whereas 13 days were required with 10 g ~ ~ - 1 - l  (1032 'I'~.ml*' 
produced). Thus, we can either favour a shorter bioreactor operation time or maxitnize 
the quality and quantity of the embryos produced by simply varying the Iast stage 
inoculation concentration. Furthemore, the synchronized torpedo and globular somatic 
embxyos can be kept at a high embryo concentration for at least three weeks, which 
permits to postpone seediing. 
Results showed that, using the MSPP method, germination during 
production decreased as the torpedo embryo (TE) concentration increased (45 % 
germination rate as 200  TE.^-' versus 1 % at 2000 ~~ .rn l - l ) .  Therefore, GE'S 
inoculation density of the 1st production stage is duectly proportional to the precocious 
germination rate.Therefore, it is possible to maintain this germination rate below 5 % by 
ushg inocdation rates of 10 g GE.I-' (wet weigbt) or more in agitateci fl asks 
In order to limit precoiious germination during cultures inoculateci with 
low GE density (ie. bioreactors inoailated with 10 g GEL-' or less) the embryos were 
submitted to various treatments durhg the last production stage. It was not possible to 
demonstrate abscissic acid (ABA) effms on precocious germination durùig MSPP 
production. However, supplementing the culture medium with ABA significantly 
decreased productivity using both CPP and MSPP production methods. On the other 
han& precocious germination was reduced fkom 28 % to 3 % ushg a Fe-EDTA fiee 
medium, while production increased nom 1000 ~ ~ . m l ' '  to 3000 TE.rnl-' (10 g GE-1-1 
inoculation concentration). F i y 7  increasing the sucrose concentration from 30 to 90 
g.ll totaüy inhibiteci embryo precocious germination and increased production fivefold 
(fkom 300 to 1400 ~ ~ . m l " ,  5 g GEI' inocdation rate). Neither Fe-EDTA removal fiom 
the culture medium nor high sucrose concentration afTected post-harvest germination 
rates. 
The synchronization of in vitro embryo developement is a major advance 
for somatic embryo production. The multi stage production process developed during 
this work d o m ,  at the same the,  an increase of process productivity, better control of 
precocious germination and higher quality of the embryos produced. It is now possible 
to wntrol germination during production and postpone seedling without decreasing 
embryo post-harvest germinability. Moreover, MSPP7s unique flexibility makes it an 
indispensable production tool for the industrial use of somatic embryogenesis. 
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1. INTRODUCTION 
L'émergence au début des années 70 du génie génétique et de la biologie 
moléculaire a d o ~ é  naissance à une nouvelle génération de super-plantes: les plantes 
transgéniques- Ces plantes élites issues d'hybridations inter-espèces ou de 
manipulations génétiques possèdent d'étonnantes capacités comme la résistance au gel 
à la sécheresse7 aux herbicides et à de nombreuses autres agressions environnementales. 
Cependant, ces plantes modifiées sont incapables de transmettre leur patrimoine 
génétique par voie sexuée. Leur multiplication est donc tri'butaire des techniques de 
propagation clonale in vitro comme I'organogenèse et la culture de méristème (Raven a 
col. 1992b, md 1988). 
Jusqu'à présent, la commercialisation à grande échelle de la majorité de 
ces nouvelles plantes a été vouée à i'échec en raison de la h i l e  productivité des 
techniques de micro-propagation classiques (Nouaille et Petiard 1988)- L'embryogenèse 
somatique, une technique de propagation clonale à haute productivité découverte à la fin 
des années 50, a donc suscité un regain d'intérêt de la part de l'industrie agronomique 
dans les années 80, 
L'embryogenèse somatique permet en effet d'obtenir en quelques mois 
plusieurs millions d'embryons parhitement identiques à la plante mère. Ces embryons 
somatiques, issus de cellules prélevées sur le corps de la plante mère. possédent les 
mêmes caractéristiques que les embryons zygotiques issus de la reproduction sexuée. li 
est donc désormais possible de produire un grand nombre de clones identiques en un 
minimum de temps, ce qui constitue -des atouts majeurs de l'embryogenèse 
somatique par rapport aux autres techniques de propagation c10naie- 
Les nombreuses équipes qui ont t r a d é  sur cette technique prometteuse 
depuis sa décowexte se sont cependant heurtées à de nombreux problèmes- Bien que 
des embryons somatiques aient été obtenus chez près de 100 espèces réparties dans une 
trentaine de familles de plantes, certaines espèces végétales comme la tomate restent 
aujourd'hui encore récalcitrantes à toute tentative. De plus, la qualité des embryons 
produits in vitro est médiocre et les pourcentage de genainatïon en sol sont encore bien 
décevants en comparaison de ceux des graines (moins de 50 % contre 95 % pour les 
graines classiques)- 
Ce manque de @te a été attriiuée à d a  variations génétiques 
incontrôlées qui se produisent lorsque des celluln vegétales sont maintenues en cdture 
sur de longues pdriodes (Caligari et Shohet 1993, Lee et Philipps 1988, Reisch 1983). 
Le manque de synchronisme du développement des embryons cultives pourrait 
également être responsable pour une grande part des anormalités et des arrêts 
développementaux qui sont observés m vitro. 
Les procédés de production actuels possèdent une autre lacune 
importante : l'impossibilité de consetver les embryons somatiqyes produits sans altérer 
leur genriinabilité pst-récolte. Alors que dans la m e ,  le développement de l'embryon 
zygotique cesse lorsqu'ii atteint sa pleine maturité, les embryons cultivés in vitro 
poursuivent leur croissance et gennent en culture dès que le développement 
embryo~aire st achevé- 
Cette germination en culture provoque t'arrêt du développement des 
embryons immatures présents dans le milieu de culture, ce qui diminue significativement 
la productivité du procédé. Mais surtout, elle rend la manipulation des plantules 
particuiièrement difficile et impliquc leur repiquage immédiat après leur récolte. En 
pratique, il est cependant impossible de produire les embryons directement sur leur lieu 
de plantation. Une méthode de consemation des embryons avant leur germination est 
donc nécessaire afin de pouvoir en Werer le semis. 
JUSQU'~ présent, deux voies ont été principalement explorées afin de 
consemer les embryons somatiques à L'état non germé. La première implique l'ajout 
d'acide abscissique, une phytohormone qui inhibe la chision et l'élongation cellulaire, 
dans le de culture (Attree 1991, Iida et col- 1992, Von Arnold et col- 1988, 
Walton 1977). D'autres auteurs se sont plutôt intéressés à une méthode de consemation 
par séchage des embryons avec ou sans à l ' B A  (Attree 1991, Iida et col, 
1992, Seneratna et col- 1990). Cependant, ces provoquent m e  diminution 
signiscative du pourçaitage de gedbation pst-récolte des embryons traités, qui sont 2 
a 20 fois idhéneufs àceux des embryons nm-traités (Carnian 1989)- De plus, le moment 
où ils sont appliqués est cruciai pour assurer leur efficacité aussi bien que la survie de 
l'embryon- 
Avant d'essayer de contrôler la germination en culture, i1 semble donc 
primordial de synchroniser au préaiable la production des embryons- Cette 
synchronisation reste cependant délicate puisqu'aucune des Mirentes techniques 
utilisées jusqu'ici (ai des inocula, îraitements c ~ q u e s ,  chocs anoxïques ou 
osmotiques) n'a jusqu'à présent été couronnée de succès. 
avant récolte 
Dans ce contexte, ce projet de recherche vise à contrôler la germination 
des embryons produits m vitro, qui constitue un obstacle majeur à 
l'utilisation industrielle éventuelle des embryons somatiques. Pour atteindre cet objectif, 
le travail exp&imental a été orienté dans deux voies distinctes -s comp1émentaires. 
Dans un premier temps, nous avons cherché a synchroniser le développement des 
emb~ons lors de la production par l'intermédiaire de techniques simples et fàciles à 
mettre en oeuvre. Une fois cette étape h c h i e ,  nous avons étudié l'effet de divers 
iraitemen@ sur la germination en culture de la population d'embryons synchrones 
obtenue. 
2.1. POURQUOI PRODUIRE DES EMBRYONS SOMATIQUES ET 
COMMENT ? 
Les plantes supérieures possèdent une des propriétés les plus 
énigmatique et &inante du monde vivant : la capacité de recréer un mdividu entier à 
partir d'une seule cellule, sans avoir recours à la reproduction sexuée. Ceîte propriété 
des cellules de plantes, la totipotence, est a l'origine d'embryons provenant du corps 
même de la plante, <lue l'on appelle des embryons somatiques (du grec soma, sieniftant 
corps) en opposition aux embryons zygotiques (du grec =O, oeuf) qui sont issus de la* 
reproduction sexuée. 
Bien que la présence dans la nature d'embryons somatiques (ES) ait été 
rapportée depuis la fin du 19- siècle chez les agrumes et le pissenlit, ù fdu t  attendre 
les années cinquante, et Ies progrès constants effectués dans le domaine de la culture de 
cellules de plante depuis le début du siècle, pour qu'enfin Stewart et cou. en 1958 et 
Reinert en 1959 obtiennent les premiers embryons somatiques de carotte in vitro. 
Les progrès effectués dans le domaine du génie génétique lors des 
demières décennies permettent aujourd'hui la création de nouvelles plantes élites 
capables de résister aux insectes ravageurs, à la sécheresse, au gel et à nombre 
d'agressions environnementales (Demariy et Sibi 1989, Le De& 1993)- 
Cependant, ces super-plantes obtenues par le biais d'hybridations inter- 
espèces (fision de protoplaste) ou par tramfiert de gènes (génie génétique) sont 
incapables de transmettre l em n o d e s  aptitudes par voie sexuée. Afin de propager 
ces plantes transformées, il fitut par coI1SéQUent avoir recours a des techniques de 
multiplication c l d e  comme le bouturage ou I'organogenèse in vitro. 
L'exploitation de certaines plantes I'dnsgénïques, comme le blé 
transfonaé et plus géniralement toutes les espèces cultivées en pleh champs, se heurte 
donc aujourd'hui aux faibles rendements des techniques de micro-propagation 
classiques qui augmentent les coûts de produ&-on bien au delà du seuil de rentabilité. Il 
en est de même pour toutes les espèces dont la reproduction sexuée est difficile et pour 
lesquelles la mïcro-propagatïon est trop coûteuse3 comme les arbres ligneux forestiers 
(Le. I'épinette) et certains arbres fhitiers (Le. le bananier) @ h e t  1994, Nouaille et 
Petiard 1988). 
L'embryogenèse somatique constitue donc, entre autre' Le passage oblige 
vers l'exploitation fùture des nombreuses ressources du génie génétique végétal. Cette 
technique de micro-propagation clode pennet d'obtenir des embryons génétiquement 
identiques à la plante mère (des clones) qui possèdent toutes les qualités et capacités 
des embryons zygotiques, c'est-à-dire une structure bipolaire avec un méristème à 
chaque extrémité qui deviendra respectivement la tige et la racine de la fiiture plante- 
Contrairement aux diverses autres techniques de propagation végétative 
(bouturage, drageonnage, marcottage, organogenèse in v&o, etc.), les rendements de 
l'embryogenèse somatique sont élevés. Cette technique permet en effet l'obtention 
rapide de plusieurs millions de jeunes plants identiques, ce qui en fait la plus productive 
de toutes les techniques de micro-propagation connues à ce jour (Irmmirano 1986, 
Ammiraîo et Styer 1985, Levin et col. 1988). 
De nombreux travaux s'orientent également vers la production de 
graines artificielles (les ''synseeds" de l'anglais SYNthetic SEEDS) à partir d'embryons 
somatiques. Les embryons produits zh vitro sont dors encapnilés et pelliculés de façon 
a recréer les tissus accessoires (enveloppe et r é s e s  aluaentaires) présents dans la 
graine et qui petmettent aux embryons zygotiques de se développer de @on autonome- 
Les embryons somatiqes encapsulés pourraient aïasi être traités de 
manière à présenter les mêmes caractéristiques de conservation et de conversion en 
plantes que les vraies graines, ce qui perme-t de propager en masse des plantes 
modifiées dont la propagation végétative était jusqu'ici impossible parce que trop chère. 
Le coût de revient d'me semence amficieiles obtenue a partir d'un embryon somatique 
pourrait être équivalent à celui d'une graine de tomate hybnde (Nouaï11e et Petiard, 
1988). Ce coût devra cependant être encore abaissé a h  de pouvoir commerciliser des 
semences de céréales et d'autres plantes de plein champs. 
La possibilité de produire une grande quantité d'embryons au même 
stade de développement ouvre également des portes du point de vue de la recherche 
fondamentale et appliquée- Jusqu'à présent, les aspects métaboliques et biochimiques de 
l'embryogenèse végétale m vivo demeurent très mal connus car il est pratiquement 
impossible de recueillir des domées in situ sans modifier I'mvironnement de l'embryon 
(wd, 1988). L'embryogenèse in vitro constitue donc un outil de recherche 
exceptionnel & d'appréhender le comportement moipho-génétique et biochimique des 
embryons végétaux (Gray et Purobit 1991). Elle p e t ,  entre autres, d'accumuler des 
données sur Ies événements biochimiques et moléculaires qui ont lieu lors de 
l'embryogenèse, la maturation des embryons et Ia germination- 
La principale différence qui existe entre les embryons zygotiques et 
somatiques est leur provenance respective. Ces embryons zygotiques sont le résultat de 
la fécondation d'un o d e  par un spermatozoïde pour donner un troisième individu 
différent et uniquey issu de la reproduction sexuée. L'embryon somatique lui, est le sosie 
rigoureusement identique de sa mère: un clone issu de la reproduction végétative- 
Mais d'un point de vue physiologiqye et motphologique, qu'est-ce qui 
différencie ces deux types d'embryons? De nom- auteurs ont constaté que les 
embryons somatiques (ES) produits in vitro se développent différemment des embryons 
qgotiques (EZJ rencontrés in vivo. Les embryons obtenus m vitrio peuvent ainsi 
présenter un certain nombre dbnorrndités qui sont mexïstantes dans la nature, comme 
un nombre abenant de cotylédons, la formation de plusieurs embryons liés en amas, une 
morphologie anormale ou un arrêt ciu développement de I'embrym à un stade immature 
(Huatlg et col. 1992). 
D'autres auteurs, comme Halperin et WetfiereU en 1964, ont surtout mis 
l'accent sur les similitudes qui existent entre les différents stades morphologiques de 
I'embryogenèse zygotique et somatique ibz vitro. Ils ont constaté que, sortis de la poche 
protectrice de l'ovule, les embryons zygotiques cultivés in vitro renconirent les mêmes 
blocages et anormalités rapportés à tort comme étant spécinques aux embryons 
somatiques (Gray et mirobit 1991). 
Ainsi bien plus que des diBCërences entre la nature somatique ou 
zygotique des embryonsy ce sont plutôt les différences entre les environnements 
rencontrés m vivo et in v i m  qui sont responsables des anomalies de développement 
observées chez les embryons cultivés. Dans la graïne, le milieu et les conditions 
environnementaies s'adaptent en continu aux besoins changeants de l'embryon au cours 
de son développement- Comparé à la grande miabdité des régimes nutnttiomels et 
hormonaux des embryons zygotiques dans le temps et seion les espèces, les trois ou 
quatre milieux de culture synthétiques utilisés in vjtro semblent bien i n s m t s  (Gray 
et Purohit 1991). En fi&, les conditions de cdtutes employées en embryogenèse 
somatique sont encore très largement empiriques et demandent encore un gros travail 
dYoptimi.sation (Carman 1989). 
C'est au prix de cette optimisation que disparaîtront les nombreux 
blocages développementaux, les itllonnalités, les raiiles pourcentages de germination et 
de conversion en plantes constatés aujourd'hui au seni des populations d'embryons 
somatiques produits nt vitro- C'est enfin @ce à une meiiieure compréhension des 
processus impliqués lors de I'embryogenèse, de la maturation et de h germination que 
L'on réussira à produire des semences artiîïcielles présentant cette phase de vie ralentie 
(la quiescence) qui fàit actueilement défàut aux embryons cultivés et qui pexmet 
pourtant la conservatition des embryons dans la graine. 
Depuis les premiers travaux de Stewart et COL (1958) et Reinert (1959), 
la carotte (D~UÇUS carofa L.) a servi de modèle pour la compréhension des mécanismes 
complexes Iïés à l'embryogenèse des plantes dicotylédones. Un nombre impressiomant 
de travaux ont ainsi été menés sur cette ombeWere depuis quelques décennies, ce qui 
en fàit un des végétaux les plus étudiés au -de. 
L'embryogenèse somafique a eté décrite chez une centaine d'espèces 
végétales parmi lesquelles des céréales (le blé (Carniau I989), l'orge (Vad et col- 
1990, Norstog et KIein 1972))' des espèces forestières (i'épinette, l'épicéa, le pin), des 
plantes tropicales rédcitrantes (le banauier, le manguier (Litz et col. 1993)) des 
légumineuses (le pois, le haricot (Kysely et jacobsen 1990)) et d'autres ombeWeres Ge 
persil, le cél& (Nadel et col- 1989))- 
De ces nombreux travaux, il ressort qu'en matière de culture de cellules 
et d'embryogenèse végétale, toute généralisation d'une espèce à i'autre, d'une variété à 
l'autre et même d'une lignée celiulaire à l'autre reste délicate (Ammirato 1983)- 
Néanmoins, la carotte constitue un modèle de choix pour étudier le développement des 
embryons végétaux, parce qu'elle se prête exceptiomeUement bien à l'embryogenèse in 
vitro et qu'elle reste une espèce végétale largement étudiée dans des domaiues aussi 
variés que la cultme de cellules, le génie génétique et la biologie moléculaire- 
2- 1.5.1 - Les espèces récalcitrmtes 
Bien que des embryons somatiques aient été obtenus parmi une trentaine 
de familles diffhntes de plantes, il demeure des espèces récalcitrantes qui se prêtent 
diflicilexnent aux technique d'embryogenèse somatique. La tomate est par exemple de 
celles-là, ainsi que nombres d'espèces de Iégumineuses, de graminées et plus 
généralement la majorité des plantes monocotyIédones (Ammirat0 1983, Nouaille et 
Petiard 1988). 
De fi& l'embryogenèse somatique ne semble pas constituer un 
phénomène commun a toutes les espèces végétales. Aujourd'hui encore, on ne sait pas 
si ces dificuités sont liées à des conditions de cdture mal adaptées ou à une incapacité 
Ùitrinsèque de certaines espèces ou variétés végétaies à produire des embryons 
somatiques, Quoi qu'il en soit, l'utilisation de l'embryogenèse somatique reste limitée a 
un nombre relativement restreint d'espéces. 
2- 1-5-2. La mauvaise qualité des embryons produits 
La production d'embryons in vitro est aujourd'hui encore largement 
tributaire de méthodes empiriques. Les méthodes classiques de production et les milieux 
employés sont en général mal adaptés aux besoins spécifiques des embryons qui, en 
conséquence, sont loin d'être aussi robustes et vigoureux que les embryons issus de 
graines (Gray et Purohit 1991). 
On constate en effét au sein des populations d'embryons produits m 
vitro de très nombreuses auoRnalités, des blocages développementaux (Huang et col. 
1992)' de la germinatr 
. - 
on précoce (germination en culture des embryons immatures) et 
des pourcentage de germination m e s  récolte plutôt médiocres (le p b  souvent moins 
de 50 % contre près de 95 % pour b s  graines conventionneUes (Moile et col. 1993))- 
De plus, certains auteurs comme Caiïgarï et Shohet (1993) ont détecté 
des anonnaiités chromosomiques au sein de populations d'embryons pointant obtenues 
a partir du même explant, donc de la même plante mère. Ces Faia clones le 
résultat de génétiques incontrôlées qui suniendraient pendant la phase 
d'induction du procédé de production. Chez le céleri et la carotte, on estime que près de 
80 % des cellules cultivées in virro présentent un contenu chromosomique anomal 
apres s u  mois de culture (Smith et Street 1974)- 
Ces -ations génétiques (appelées variations somaclonales) seraient 
dues a la présence d'agents mutagènes dans le milieu, comme le 2,4-D, une 
phytohormone synthétique utilisée pour stimuler la prolifération des cellules végétales in 
vitro (Peschke et Philipps 1992)- Eues ont w s i  été attribuées à la mauvaise formulation 
des milieux de cultures utiiisés et aux méthodes de repiquage des cellules qui 
favoriseraient la sélection des cellules a n o d e s  (Caligari et Shohet 1993, Peschke et 
Philipps 1992)- 
Ce mangue d'uniformité des cultures d'embryons ajoute encore à la 
mauvaise qualité générale des embryons produits. ûr l'obtention d'embryons de qualité 
est le premier critère à satisfhire pour parvenir un jour à la production en masse de 
graines artificielles donnes ( N o d e  et Petiard 1988, Onishi et col. 1994). Afin de 
rencontrer cet objectif, il est donc impératif de mieux cemer les besoins nutritionnels et 
environnementaux des embryons à chacuns des différents stades de leur développement. 
2.1.5.3, La fiam-tité des embryons somatiaues 
Ccntrairement à ce qui se passe in vivo où les embryons zygotiques sont 
protégés par i'enveloppe de la graine et alimentes par les tissus nourriciers jusqu'à ce 
qu'ils soient devenus une jeune plante autonome, les embryons cultivés sont 
particulièrement fiagiles et démiunis à la sortie du procédé de culture- 
Dans la nature, il existe trois principaux types de graines- Les graines 
dites exaibuminées, comme le pois et le baricot, sont composées majoritairement de 
l'embryon entouré de son enveloppe- Chez ces espèces, l'embryon possède dans ses 
cotylédons toutes les réserves nécessaires à sa gemination et il peut donc se développer 
de façon autonome. Ce type d'embryon est le candidat parfait pour devenir une graine 
artificielle dans la mesure où il est capable de subvenir seul a ses besoins nutritiomeis. 
Par contre, chez les graines à périsperme (comme le blé, le maïs et la 
betterave) et les graines albuminées (comme la carotte et le céleri), l'embryon ne 
représente qu'une infime partie de la graine. Pour ces espèces, la majorité des réserves 
nécessaires a la germination de l'embryon sont contenues dans les tissus nourriciers qui 
l'entourent v o n  et col. 1985), 
L'embryon nu (sans les tissus accessoires) tel qu'il est produit in vitro 
ne peut donc pas genner et se développer en plante par lui-même- Il faut recréer pour lui 
des tissus accessoires artiticiels capables de le nourrir et de le protéger. La phase de 
production des embryons n'est donc que la première étape conduisant à l'obtention 
d'une semence artificielle à part entière. 
2- 1-5-4- La conservation &s embrvons 
Le développement des embryons produits m vitra ne cesse pas à la fin 
de la période de maturation, comme c'est le cas dans la graine- Au contraire, les 
embryons cultivés poufsuivent leur croissance et germent en culture sans obsewer de 
période de repos. Pour pomuivre leur développement et devenir une plante adulte, ils 
doivent donc être immédiatement repiqués dans des conditions adéquates- Cependant, il 
est parfois nécessaire de différer les semis, = qui suppose la mise au point de méthodes 
pour tirniter la gembîion en culture et pour conserver les embryons récoltés @Iodes 
et Pétiard 1988). Bien que pImïeurs méthodes aient été envisagées pour stopper le 
déve10ppement des embryons ( c r y ~ p r é s ~ o n ,  modüication de l'environnement 
gazeux, a i'ABA, déshydratatio, etc), eues provoquent toutes me 
Ciimmution sigtdïcative de leurs capacités gennmatives a coint ou moyen terme 
(Nouaille et Pétiard 1988, Molle et col- 1993). 
2- 1.5-5- Le mamtien de la biodbersité 
L'embryogenèse somatique produit des clones rigoureusement 
identiques à la plante mère. Elle permet donc la mdtipiication à grande échelle de plants 
élites, au détriment d'autres, moins performants. Ainsi, si dans le fûtur cette technique 
de micropropagation se généraIise, eiie peut en peu de temps appauvrir 
considérablement le patrimoine génétique des espèces végétaies cultivées- Afin de 
préserver la biodiversité de ces espèces, il est donc important de consemer les cultivars 
de moindre intérêt agronomique qui peuvent néanmoins présenter des avantages 
génétiques caches (Gray et Compton 1993). 
Plus que jamais, il est de la responsabilité des biotechnologues et des 
agronomes de constituer de vastes banques de gènes afin de conserver la biodiversité 
des espèces domestiques et sauvages. L'embryogenèse somatique peut alors permettre 
de multiplier presque à l'infini les copies du génome des espèces à préserver, et ce bien 
plus fidèlement et rapidement que par la reproduction sexuée. Les coûts de constitution 
et de maintenance des banques de gènes s'en trouveraient ainsi considérablement 
réduits, permettant la sauvegarde de plus d'espkes. 
2.2. EMBRYOGENÈSE DE LA CAROTTE IN VIVO 
Dès que la pollinisation a eu lieu, une cascade d'étapes 
morphogénétiques prend place au sein de l'ovule. Les deux zygotes issus de la double 
poilinïsation ont des destinées diffërentes, le zygote principal donnant l'embryon et le 
suspenseur (tissu qyï relie l'embryon au reste de la plante pendant les premières phases 
du développement) alors que le zygote accessoire donne naissance à l'aibumen ou à 
l'endosperme de la graine (tissus accessoires). L'ovule, quant à lui, deviendra 
l'enveloppe de la graine- 
Les différentes étapes de l'embryogenèse zygotique chez les plantes 
dicotylecones ont été classées selon des stades morphologiques distinctifs (voir figure 
2.1). Les cellules mbryonnaites entrent tout d'abord dans une phase de division active 
(étape de proiifkation) pour domer naissance à un embryon globuleux composé de 
cellules indiaërenciées (stade globulaire). Puis, le rythme des divisions cellulaires 
niminue. L'embryon wmmence à se différencier (étape de morphogenèse) et les 
différents tissus de la plante se mettent en place. L'embryon s'allonge selon un axe à 
chaqye extrémité duquel apparaksent les fuhns méristèmes apical et racinaire. Les 
cotylédons prennent forme et l'embryon adopte alors la forme d'un coeur (stade 
cordiforme). 
1 Stade tarPge 
Figure 2.1: Représentation scb6mstique des différents stades du développement 
des embryons ygotiques chez h carotte 
L'embryon amorce alors une troisième phase (étape de maturation) 
pendam laqueiie les cellules s'allongent et les tissus et organes ébauchés au stade coeur 
finissent de se développer (stade Torpille). A la fin de cette étape, Ia graine accumule 
dans tes cotylédons ou dans les tissus accessoires les réserves qui lui seront nécessaires 
lors de la germination- L'embryon, qui a acquis sa forme et son poids défi.*&, se 
dessèche progressivement et son développement cesse @&iode de quiescence) jusqu'à 
la germination (Raven et col 1992~). 
2.2.2.1. Généraltés sur les phvtohormones 
Contrairement à, ce qui se passe chez les anhan, les tissus et les 
organes des plantes (feuilles, tiges, racines et organes reproducteurs) se développent 
après la getmination et non pas duxant I'embryogenèse. La régulation de ces processus 
nous est encore largement k m u e ,  mais il appmnt clairement que le deveIoppement 
normal des plantes dépeud de nombreux facteurs externes (la lumière, la température, la 
longueur du jour, etc,) et mtemes- 
Les principaux fhcteurs internes mis en jeux lors de la régulation de la 
croissance et du développement des plantes sont de nature chimique. Ces composés 
organiques hydrosolubles appelés phytohormomes (ou régulateurs de croissance-) sont 
actifs en très h i l e s  concentrations (de l'ordre de quelques pg par kg de matériel 
végétal) et agissent le pius souvent en combinaison (Darneli et col. 1988, Raven et col 
19923. Leur action dépend non seulement de lem concentration -s aussi de la façon 
dont ïis sont interprétés par la cellule, puisqu'me même concentration de phytohormone 
peut provoquer me réponse diffërente selon la nature et l'âge du tissus aile. 
Cinq groupes principaux de phytohomumes ont été identifiés jusqu'à 
présent : les amines, les c y t o ~ e s ,  l'éthylène, l'acide abscissique et les giibérehes. 
Dans la plante, ces molécules agissent ensembles, créant des éqinlibres et dei 
déséquilibres homonaux qui régulent la croissance et le développement Les principales 
propriétés des phytohormones dont il sera souvent question dans le reste du texte sont 
présentees en annexe 1. 
2.2-2-2, Différenciation et momhoge~èse 
Le passage du stade globulaire (embryon indifFérencié) au stade coeur 
(embryon Wërencie) est une étape cruciale du développement embryonnaire des 
plantes à graines- Lors de ce processus, certains groupes de cellules continuent à se 
diviser activement à certaü~~ sites spécifiques de l'embryon alors que d'autres ne se 
divisent plus, ce qui donne naissance à la forme en coeur. En &me temps, les celIules 
centrales de l'embryon se différencient pour former un tissus vascularisé tout le long de 
l'axe embryonnaire. 
Bien que les processus impliqués Ion de la régulation de la 
différenciation soient encore mal connus chez Les plantes, de nombreux travaux ont 
démontré le rôle determinant des phytohormones dans ce phénomène. Entre autre, il a 
été démontré que des gradients de concentrati*on en auxine et en sucrose contrôlent le 
degré de différenciation des ceildes chez le lys (Raven et col. 19923. 
Ces mêmes aiutines sont capables d'initier la formation de racines 
adventives a hile concentriatr*on et de I'inht'bet- à forte concentration. DifEërentes 
concentrations en amine, cytokinine et gibberelhe sont capables d'induire soit la 
formation de feuilles, soit la formation de racines ou encore la prolifération 
indifférenciée chez des explants de feuille de tomate (Kartha 1976). Comme chez 
l'animal, la différenciation et la &sion celiulaire chez les plantes semblent donc 
contrôlées par les différentes concentrations en hormones et en substrats reçues par 
chacune des cellules, 
En 1992, dans leur tentative de formuler un modèle morphogénétique du 
développement embryo~aire, Vits et ses collaborateurs ont réussi à simuler la 
formation d'un embryon cordiforme à partir d'une structure globulaire. Pour ce faire, ils 
ont émis l'hypothèse selon laquelle la diffusion des substrats de l'extérieur vers 
l'intérieur de l'embryon globulaire devient limitante lorsque ce dernier atteint un certain 
diamètre. Cette limitation en substrats provoqu-t l'arrêt de la division des cellules du 
centre de I'embryon et l'émission par celles-ci d'une phytohormone (probablement une 
amine) qui diffiisecait dans le reste de l'embryon. 
Les gradients de concentration en phytohormones ainsi créés seraient 
sirnmposés avec les gradients de substrats déjà exïstants et provoquemient l'arrêt de la 
division de certaines cellules (près du méristème apical), la division active d'autres 
cellules plus éloignées (ceildes des cotylédons et de I'extrémité racinaire) et e& la 
différenciation des celluies centrales de l'embryon (apparition du tissus vascularisé le 
long de l'axe embryonnaire). Cette bande de tissus ~ascula~sés permettrait alors à 
l'embryon d'alimenter en substrats ses cellules centrales et de pourdire son 
développement 
Ces hypothèses, par ailieurs étayées par nombre de preuves 
expérimentales, proposent un mécanisme basé sur le f i t  que la forme en coeur est due 
aux taux de croissance ceiiulaires différents de chacims des tissus de i'embryoe Il reste 
cependant de larges zones d'ombre- Comment p exemple i'axe embryonnaire tige- 
racine prend-t-il naiSsauce au sein de i'embxyon globulaire2 qui possède une symétrie 
radiale? Si l'influence du suspenseur et des champs électtiques entourants I'embryon a 
été évoquée, beaucoup reste encore à fâire pour valider une quelconque hypothèse. 
On connaît peu de choses sur I'enviromement hormonal et nutritionnel 
de l'embryon in vivo. Dans la graines l'embryon baigne dans un liquide dont la 
composition change constamment pour s'adapter à ses besoins (Gray et Purohit 1991). 
Les tissus accessoires jouent en quelque sorte le rôle de réservoir tampon entre la plante 
nourricière et i'embryon, de façon à ce que les conditions extérieures inûuent le moins 
possible sur le développement embryonnaire. 
2.2-3.1- L 'environnement in ovtdo 
Lorsqu'un embryon se développe dans l'ovule, il est très étroitement 
dépendant pour sa nutrition des tissus maternels, mais il devient progressivement 
autonome au cours de la formation de la graine. Quelques caractéristiques physico- 
chimiques du milieu dans lequel baigne l'embryon m vivo sont connues pour des plantes 
à gros ovules. Ces données révèle& que I'osmolarïté varie tout au long du 
développement de l'embryon. Ii est maximal dans l'ovule non f h d é  (0,4 à 0.5 
osmole, ce qui correspond à 130 de sucrose) et diminue peu à peu jusqu'à un 
potentiel osmotique presque nul ou même positif pour l'embcyon mature prêt à germer 
(Wd  1988, Ryczkowslcy 1%9, Wang et col, 1987 et Yeung et Brown 1982). 
2.2- 3.2- Les échanaes auzem 
Dans les graines tnatures, les tissus accessoires et l'enveloppe 
constituent me batrière à la difhion des gaz (Black 1972, Gray et PuroIiit 1991, Khan 
1977). Les concentrations en oxygène dispomiles in ovulo ont été eshées a L'aide de 
modèles mathématiques (CoKs-George et Melville 1974)- Ces modèles prédisent que 
les concentrations en oxygène dissous O) dans les graines swt suscepti'bles de limiter 
la respiration aérobie @hosphorylation oxydative), L'équïiiie qui s'établit dans la 
graine entre les phénomènes de dif€usion et de respiration dépend, entre autres, de la 
composition du liquide ovulaire qui affecte la solubilité de l'oxygène, de L'âge de 
l'embryon qui affecte sa demande en oxygène et de la température- 
Le liquide ovulaire étant particulièrement riche en composes 
osmotiquement actifs au moment de la fécondation et le jeune embryon possédant 
encore relativement peu de ceiiuies dans les prm-ers jours de son développement, on 
considère <lue l'initiation et la différenciation des embryons zygotiques a lieu à de 
failes concentrations en oxygène (Collis-George et Melville 1974)- 
2.2-3-3, Les ~h~tohormones 
La fécondation provoque une Sene de modifications trés rapides du 
milieu ovulaire. Chez le blé, la concenîratïon en cytokiaine p s e  en quatre jours de 
presque O à 180 pmole-l*' en équivalent zéatine, ce qui StMiuIe la formation de 
l'endospenne nécessaire au développement de l'embryon. Par la suite, la concentration 
in ovulo de cytokinùies décroît en même temps que i'embrym se différencie et que les 
réserves sont co~l~~mmées. Cette étape achevée, les concentrations en amine et acide 
abscissique augmentent et la graine commence à stocker des protéines de réserve 
(Carman 1989)- 
Chez la carotte, la concentration en ABA augmente dans la graine à 
partir du stade coeur (Kamada et Harada 1981)- Cette synthèse d'ABA est corrélée avec 
le début de la période de stockage des réserves et la diminution de la teneur en eau de 
l'embryon (début de la dessiccation)- 
2.3. EMBRYOGENÈSE DE LA CAROTTE IN VITRO 
En culture en &eu liquide, les embryons somatiques se développent à 
partir d'amas cellulaires denses: les masses proembryonnaires (MPE). Ces amas sont 
composés de petites cellules rondes ayant les mêmes caractéristiques que des cellules 
méristématiques (cellules hdinerenciées en division qui sont à l'origine des tiges et des 
racines)- Elles possèdent un gros cytoplasmey un gros noyau et peu ou pas de vacuoles 
(Bazinet 1994, Lafion et col. 1985). 
En présence d'amines, ces cellules se développent en amas 
inWérenciés d'une vingtaine de cellules. Le milieu de culture est dors composé d'un 
mélange de MPE et de cellules très vacuolées isolées ou en amas de quelques cellules, 
qui ont des caractéristiques de cellules différenciées (forme allongée ou géométnqye, 
petit noyau, peu de cytoplasme, une ou deux grosses vacuoles et de nombreux 
amy1oplastes)- 
Le processus d'embryogenèse peut être induit de diverses façons (voir 
section suivante), et notamment en transférant les cellules dans un milieu dépourvu de 
2,4-D. Environ trois jours après le début de l'induction, les cellules des MPE entrent en 
phase de division active et donnent naissance à un embryon globulaire semblable à ceux 
obtenus in VLVO, qui possède même parfois un pseudo-suspenseur (Haiperin et Wethereii 
1964)- Les embryons cultivés passent alors par les mêmes stades morphologiques déjà 
décrit-îs pour les embryons zygotiqyes (stade cordiforme, stade torpille, voir fig 1.2)- 
Figure 2.2: Pbotogmpbies des principales (tapes du divdoppement d'un embyon 
samatique de carotte. 
A: Amas proembryonnaire (MPE); B: Embryon globulaire; C: Embryon coeur; D: Embryon torpile. 
(la barre représente 50 pm)- 
Il existe cependant des différences majeures entre le développement des 
embxyons in vivo et NI vitro. Généralement, les embryous cuitivtis in vitro sont plus gros 
et présentent des anomalies morphologiques par rapport aux embryons in vivo 
(Ammirat0 1987, wd 1988). Dans bien des cas, seule une M e  proportion des 
embryons cultivés panriennent à compléter leur cycle de développement jusqu'au stade 
torpille, et un plus petit nombre encore m e n t  à devenir une plante autotrophe (Molle 
et COI. 1993). 
En f%t, chez la carotte qui est pourtant une espèce se prêtant bien à 
l'embryogenèse somatique, seules 20 % des MPE parvie~ent à produire des embryons 
matures nonaaux (Ducos et col. 1993) et moins de 50 % de ces derniers produisent 
ensuite une plante normale (Molle et col- 1993). Les autres MPE voient leur 
développement bloqués à un stade de développement immature ou soufEent 
d'anormaiités les rendant incapables de poursuivre leur développement (Chee et 
Cantliffe 1989, Mick-Ferrière et Schwendnnan 1992)- 
Au sein de Ia graine, les embryons anïvés au terme de leur maturation se 
déshydratent progressivement et entrent en phase de quiescence. Leur métabolisme est 
alors considérablement ralenti, ce qui leur permet d7économker leurs réserves et 
d'attendre des conditions tàvorables à la germination. Les embryons cultivés in vitro, 
quant à eux, ne passent pas par cette phase de déshydratation et de vie ralentie. Ceux 
qui panriennent au stade torpille germent le plus souvent en culture, ce qui rend leur 
manipulation des plus malaisée et leur conservation quasiment impossible- 
Il existe plusieurs moyens d'induire le processus d'embryogenèse au 
sein d'une culnne cellulaire- Toutes les méthodes employées ont cependant un point 
commun, elle visent toujours à provoquer un stress auquel les cellules semblent réagir 
en initiant l'embryogenèse. Il est d'ailleurs bien cornu en agronomie que les plantes 
stressées tendent a produire des graines plutôt que des feuilles ou des tiges- Lors de ces 
situations de stress, les cellules produisent de I'ABA endogène qui jouerait un rôle 
majeur, bien que mal COMU, dans i'induction de l'embryogenèse- 
2-32 1. Induciion var un stress phvsiuue 
Certains auteurs ont eu recours avec succès a un choc osmotique pour 
induire le processus d'embryogenèse au sein d'une culture ceiiuiairee Chez le céleri, il 
suffit de placer les cellules dans un miheu contenant 3 % de mannitol ou 12 % de 
sucrose pendant 72 heures pour initier i'embryogenèse (Nadel et col. 19û9)- Chez la 
carotte' un traitement plasmolysant en présence de 0,s à 1'0 M de sucrose (180 à 
360 g-1-') permet d'am-ver au même résultat (Wetherell et cd 1984, wd 1988). Le 
choc osmotique peut égaiement être réalisé en présence de molécuks osmotiquement 
actives mais non assimilables comme le polyéthylène glycol (PEG) ou les sucres 
aromatiques (sorbitol, etc.). Les meilleurs résultats ont néanmoins été obtenus avec le 
sucrose (Kamada et col. 1993)' qui est I'omoticum le plus employe par les piantes- 
Outre les chocs osmotiqyes, certains auteurs ont égaiement induit 
l'embryogenèse en soumettant les celiules à un choc thermique ou mécanique, mais ces 
méthodes smt peu utiüsées en manipulation de routine. 
2.3.2.2. Induction par un stress chimique 
L'embryogenèse peut égaiement être induite en soumettant les celides à 
un choc toxique- L'ajout de métaux lourd (comme AgN03' C0Cl2, NiC12, CdCl2, etc.) 
ou de 2-4-D (à l'origine un herbicide) dans le milieu stimule l'induction de 
I'embryogenèse somatique chez la carotte (Roustan et col. 1989) et l'épicéa (Kong et 
Yeung 1995). Chez la carotte, les embryons sont le plus souvent produits simplement en 
transfêrant les cellules embryogènes d'un milieu contenant du 2,4-D à un milieu qui en 
est dépourvu. 
2-3-2-3- Mécanismes d 'induction 
Deux théories s'aontent quant aux mécanismes impliqués lors de 
l'induction de I'embryogenèse m vitro : le redéteminisme et le prédéteminisrne. La 
théorie du redéteminkme afnrme que dans certaines conditions @ar exemple en 
présence de 2,4-D), les cellules différenciées de l'explant entameraïent un processus de 
dédiffienciation et redeviendraient des cellules rnéristématïques (non différenciées et 
embryogénes). Les ceildes végétaies seraient donc capables de rembobiner la cassette 
de leur programmation génétique pour revenü à leur forw jwénile indifférenciée- 
Placées dans le &eu de production, les cellules redémarreraient leur programme 
génétique remis a zéro pour donner naissance à un embryon somatique (Carman et 
Campbell 1990, md 19889. 
D'autres auteurs proposent plutôt un autre scénario selon iequel 
certaines d u l e s  de l'explant conserveraient leur nature méristhtique et seraient 
capables de redonuer des organes ou des individus entiers lorsque les conditions sont 
favorables. L'ajout et le retrait des a d e s  dans le milieu permettrait donc a certaines 
cellules prédétermulées de l'expiant d'exprimer leur potentiel intrinsèque à produire des 
embryons somatiques (Thorpe 1988, Nadel et col. 1989). Cette deuxième théorie 
permettrait d'expliguer la présence conjointe de cellules embryogénes et non 
embryogénes dans des cultures provenant pourtant d'un même explant 
2-3-3- 1- Les phytohormones 
De plus en plus de travaux démontrent l'importance du rôle des 
phytohormones dans le contrôle de L'embryogenèse, de la maturation et de la 
germination des plantes. In vitro cependant, l'ajout de phytohormones dans le milieu 
d'induction ou de production des embryons est souvent de peu d'intérêt dans le cas de 
cultures asynchrones, c'est-à-dire lorsque tous les stades embryonnaires sont présents 
en même temps dans le milieu de culture (Carman 1989). 
Pa. exemple. la simulation in vitro des niveaux de cytokinuies obsefves 
Ïn vivo n'ameIïore pas sensiblement la production d'embryons ( C m  et col. 19883 
Cannan et col. 1988~' Papenfùss et Carman 1989). Diverses phytohormones, parmi 
lesquelles des auxines, des cytokinines, des giibérellines, 17ethylène et l'acide 
abscissique, i n h i i t  l'initiation et / ou du développement des embryons iorsqu'elles 
sont ajoutées au milieu de production @ujimura et Komamine 1975, Kamada et Harada 
1981, Tissera et Murashige 1977)- 
Le 2'4-D, par exemple, bloque le développement des embryons au stade 
des MPE et favorise la prolifiération ceiiuiaire (Haiperh et Wethereii 1964). De même, 
l'éthylène nihiIbe fortement i'embryogenése somatique des cals de carotte (Tissera et 
Murashige 1977, Biddington 1992) et, Ia gemïmtÏon- A i'bverse, l'inhi'bition de la 
synthèse d'éthylène (en présence d'acide salicylique, d'acide acétylsalicylique ou de 
cations de métaux lourds) stimule la production d'embryons (Roustan et col. 1990)- 
Dans leurs travaux publiés en 1981, Kamada et Harada se sont 
intéressés aux concentrations en ABA endogène (AB&&) présentes dans des 
embryons somatiques de carotte produits in vitro. Ils ont constaté que les concentrations 
en AB& sont très hiles dans les MPE et les jeunes embryons jusqu'à ce qu'ils 
atteignent le stade coeur- Lorsque la phase de différenciation est achevée, la 
concentration augmente dors rapidement et atteint un maximum de 40 nggl  (matière 
humide) au stade torpille pour ensuite diminuer- 
Pourtant, l'ajout d'ABA exogime (AB&o) dans le milieu de production 
diminue le nombre total d'embryons et le nombre d'embryons torpilles formés, et ce 
d'autant plus que l'ajout est effectué tardivement (diminution chi nombre d'embryons 
torpilles de 16 % pour un ajout continu, 4 % pour un ajout pendant les 7 premiers jours 
et 24 % pour m ajout effectué pendant les 7 demiers jours (Kamada et Harada 1981)). 
En 1988, Canuan a démontré qu'en simulant les concentrations d'ABA ijz ovufo chez le 
blé pendant i'inducîion, Le pourcentage d'anormalités et de getmination précoce 
diminuait mais le nombre total d'embryons fonnés égaiement (Carman et col. 19889. 
2-3.3-2- L'oxygène et le dioxvde de carbone 
A la Iecture des nombreux travaux effectués jusqu'à ce jour en 
embryogenèse somafique, on constate que la quantité d'oxygène requise pour induire la 
production d'embryons varie énombent d'une espèce à L7autre et même, d'une lignée 
cellulaire à i' autre- 
Pour le poinsettia et l ' H a ,  la majorité des auteurs ont utilisé des 
concentrations en oxygène dissous (DO) de l'ordre de 60 à 70 % (Preil et col- 1988; 
Stuart et col., 1987). Pour d'autres espèces comme chez Eschscholtzia cui~omzca par 
exemple, le nombre et la qualité des embryons produits sont meilleurs à 20 % de DO 
qu'à 60 % (Archambault et col. 1994)- 
Dans Ie cas de la carotte, Kessel et Cam (1972) ont rapporté que des Dû 
inférieures à 16 % stimulent la production d'embryons somatiques de carotte en 
présence de lait de coco (qui contient des concentrations importantes en cytokuiines), 
dors que des DO supérieures à 16 % stimulent l'apparition de racines et inhibent 
IYembryog&se. Cependant au cours de ces expériences, sedement 10 embryons par mI 
de culture ont été obtenus en bioréacteur à 16 % de DO au bout de 50 jours de culture, 
Lavoie (1997) a également démontré que la production en embryons 
somatiques est supérieure lorsque la DO du milieu de culture est maintenue à 20 % (en 
bioréacteurs, milieu dépourvu d'hormones), en comparaison avec des cultures en 
flacons agités où la DO est variable et toujours supérieure a 20 %. La production en 
bioréacteur atteignait 300 embryons torpilles par ml. 
Certains aute- présentent cependant des résultats contradictoj.res. En 
1992, Jay et ses collaborateurs ont démontré que des DO voisines de 100 % stimulent la 
production d'embryons de carotte dans un milieu dépourvu d'hormones. Plus 
récemment, les travaux de T e e  et Nishimura (1991) ont démontré que chez la 
carotte, l'embryogenèse est stimulée par des concentrations élevées en oxygène dissous. 
Ainsi, 384 embml-' ont été produits a 88 % de DO contre seulement 19 embml-' à 18 
% de DO. Des résultats similaires ont été obtenus chez le blé (Camïm et Campbell 
1990) et I'alfalfà (Stuart et coi- 2987). 
La composition du milieu de culture influence directement le 
développement des embryons cultivés in vitro- De nombreux auteurs ont constaté une 
augmentation de la qualité des embryons et / ou de leur nombre en modifiant Ca 
composition des milieux de culture (augmentation des concentrations en No3- et FQ2- 
(Carman 1989), augmentation de la concentration en NI&+ (Lavoie 1997)' modification 
des concentrations en sucrose (Verma et DougalI 1977, Smith et Krikorian 19881, 
suppression du FQ2* et ca2+ (Tazawa et Reinert 199 1, etc)). 
En règle générale, le retard dans la dïBérenciation embryonnaire est 
d'autant plus fuile que le milieu est plus adapte aux besoins nutritionnels de l'embryon. 
Le patrimoine génétique des cellules ne peut s'exprimer que si les nutriments qui leur 
sont foumis tout au long de leur développement le permettent (Zryd 1988)- 
Plus l'embryon est jeune et moins ses tissus sont différenciés. Les outils 
qu'il possède pour transformer son environnement et s'y adapter sont alors très limités 
(Raven et col. 1992~. md 1988). En conséquence, plus l'embryon est jeune et p b  il 
est tributaire du milieu dans lequel il baigne. Par exemple, les concentrations en fer, en 
calcium, en sucrose et en sels des milieux de culture ont un lieu direct avec le taux de 
survie des très jeunes embryons excisés (extraits de graines) (md 1988). 
Infîuence du Fe-EDTA et des ions Calcium 
Le Fe-EDTA (même à la &%le concentration de 0,I mM présente dans 
les milieux MS et BS) et les fortes concentrations en sels sont toxiques pour les 
embryons globulaires excisés (Le. augmentation du taux de survie de 15 à 75 % 
Iorsqu'on passe de 0 3  à 0,025 rnM de Fe-EDTA (md 1988)). Par ailleurs, l'ajout de 
calcium, auquel on mibue souvent un rôle antitoxique, augmente les chances de survie 
des jeunes embryons (sumie maitipliée par deux 1orsqu70n passe de 1 à 6 mM de cal') 
(md 1988). Chez la carotte, lorsque la concentration en calcium passe de 1 mM dans 
le milieu d'induction (avec 2'4-D) à 10 mM dans le milieu de production (sans 2'4-D), 
le nombre d'embryons est dtipi ié  par 2 par rapport au témoin (les deux milieux à 1 
mM) (Jansen et col- 1990)- Au contraire, l'augmentation de la concentration en fer du 
milieu assure une meilleure croissance des embryons plus âgés (dès le stade 
cordiforme). 
Concentmtions en sels et en sucres 
Les jeunes embryons ont besoin d'une forte concentration en sucrose (de 
L'ordre de 100 g+' et plus) et d'une faible concentration en sels minéraux (milieu 
Murashige et Skoog (MS) dilue 4 fois) pour survivre alors que les conditions contraires 
(concentration en sucrose inférieure à 50 g-1-' et concentration en sels minéraux du 
d i e u  MS non dilue) favorisent le développement des embryons âgés (md 198ga). 
Influence des differentes sources d'azote 
Les milieux utilisés en culture d'embryons contiennent diverses sources 
d'azote sous forme ionique (NH~+ et ~ 0 3 ~ '  ) ou sous fome d'acides amines. La 
présence d'ions ammonium semble essentielle aussi bien lors de l'initiation que lors de 
ta maturation (Halperrin et Wetherell 1965, Kamada et Harada 1978, Wd 1988) mais 
n'est pas s&ïsante pour assurer seule le bon développement des embryons lorsque le 
pH de la culture n'est pas régule (Dougall et Vema 1978, Kamada et Harada 1978). 
Chez la carotte* la diffërenciation (i-e. formation de racines) est stimulée 
lorsqu70n place des hgments de tige dans un milieu contenant du ~ 0 3 ~ -  comme seule 
source d'azote. Au contraire, on obsewe la formation d'embryons somatiques lampe 
les segments sont placés daus un milieu contenant à la fois du et du NO:- 
(nombre d'embryons mslomal avec le milieu MS, soit 21 mM de NHp' et 39 mM de 
~ 0 ~ ~ ;  Kamada et Harada 1978). Lavoie (1997) a égalemeat prouvé que la production 
d'embryons chez la carotte est mdtipiiée par 3 lorrqu'on ajoute 15 mM de au 
milieu B5 qui contient déjà 25 mM de ~03'- (composition des milieux à I'amiexe 2). 
Des résultats similaires ont été obtenus chez le blé (Carman 1989) et le bouleau (Nuutila 
et col. 1991). 
Les besoins en azote des embryons changent au cours de leur 
développement Ainsi chez la carotte sauvage, les MPE, les embryons globulaires n les 
plantules ont des besoins en NI&+ supérieun à ceux des embryons différenciés 
(Halperin et Wetherell 1965). Les acides aminés stimulent la formation des embryons 
chez la carotte cultivée, mais n'ont pas d'effet sur les taux de conversion du stade 
globulaire au stade torpille (Kamada et Harada 1978). 
Le pH semble également jouer rn rôle important lors du processus 
d'embryogenèse. h i ,  chez la carotte, le nombre d'embryons produits est maximal à 
pH 4,3 mais leur dévebppement est bloqué au stade giobulaire. A pH 5,3 par contre, le 
nombre d'embryons globulaires formés est divisé par 3 (par rapport à la culture à pH 
4,3) mais le blocage développemental semble levé et une partie de ces embryons 
parviennent jusqu'au stade torpille (Jay et col. 1994, Dougali et col. 1983). Les résultats 
d'une étude de Smith et Knkorian (1990) ont également démontré que les MPE de 
carotte sont capables de se développer à pH 4,O mais que Ieur développement est stoppé 
avant d'atteindre le stade globulaire- 
Certains auteurs (Jay et col- 1994, Martin et Rose 1976, Wethereil et 
Dougal1976) ont constaté que le pH du &*eu de culture affecte l'absorption des sucres 
et des ions, notamment du =+ et NO3-, ce qui iduence la différenciation et le 
développement des cellules. 
Ces exemples montrent a quel point les conditions de culture influencent 
le développement embryonnaire in vitro. En plus des paramètres de culture que nous 
avons évoqués dans cette &on, de nombreux autres tels que les concentraiions en 
et en micronutriments peuvent également jouer un rôle lors du processus 
d'embryogenèse. Les données accumulées jq'à présent ne sont cependant pas encore - 
assez signincatives pour pouvoir dégager des tendauces claires à leur sujet. 
Il apparaît cependant qu'un seul milieu de culture ne peut pas satisfaire 
les besoins de tous les stades embryonnaires. Seul un milieu dynamique et évolutif, à 
l'image du milieu ovuIaire, allié à une technique de synchronisation, permettra la 
production d'embryons de qualité. 
En matière d'embryogenèse végétale, la nature de l'expiant conditionne 
en grande partie le succès des opérations. Une suspension cellulaire est composée d'un 
mélange de MPE embryogènes et de cellules très vacuolées non embryogènes. La 
capacité d'une suspension à produire des embryons (son potentiel embryogène) est Liée 
à la proportion de MPE qu'elle contient. Bien que de nombreux types d'expiant se 
soient révéIés capables de produire des embryons somatiques, il apparaît néanmoins que 
le potentiel embryogène des jeunes tissus (tiges de jeunes plants venant de germer, 
bourgeons foliaires, ovules, etc.) est nettement supérieur à celui des tissus différenciés 
(feuilles matures et racines par exemple). 
De plus, le potentiel embryogène d'une lignée ceiiulaire diminue dans le 
temps au fil des rqicpages successifs (Murashige et Nakano 1965, Rekert 1959, 
Halperein et Wethed 1965, Thomas et Street 1970). Ce phénomène est dû a un 
appawrissement de la suspension en cellules ernbryogèues (dimirtution du nombre de 
MPE) au profit des cellules non embryogènes. Plusieurs théories sYafEontent quant aux 
raisons de cette diminution du potentiel embryogène en fonction du temps. 
Certains auteurs (Sussex et Frei 1968, Rehert et Black 1968) afnrment 
que les cellules végétales sont capables de s'adapter progressivement aux conditions de 
culture in vitro et qu'elles se différencient alors malgré la présence de 2,4-D dans le 
milieu. Ces ceildes, dites habituées, perdraient leur embryogénicite en même temps 
qu'elles se différencient. 
D'autre auteurs (Tomey 1958, Murasbige et Nakano 1965, Smith et 
Street 1974) avancent que la culture prolongée des cellules en présence de 2,4-D 
favoriserait l'apparition d'anocmalités chromosomiques (appelées variations 
somaclonales) qui seraient à l'origine des cellules non embryogènes. Chez le céleri et la 
carotte, on estime qu'après d e m e n t  6 mois de culhne près de 20 % des cellules d'une 
suspension ont déjà un contenu chromosomiqpe anormal (Smith et Street, 1974)- 
Quelque soit 170rigioe des cellules non embryogènes, les résultats de 
l'étude de Smith et Street (1974) confirment qu'elles possèdent un avantage sélectif vis- 
à-vis des cellules embryogènes. Cet avantage entraîne l'appauvrissement progressif des 
suspensions en cellules embryogènes et engendre donc une diminution du potentiel 
embryogène des suspensions cellulaires. 
2-3-33 La densité cellulaire 
Outre l'importance de ia nature de I'explant utiIr*sé et de l'âge de la 
suspension cellulaire, le nombre de cellules présentes dans le milleu de culture joue 
également un rôle primordial dans ia régulation de l'embryogenèse. De nombreux 
travaux (Ammirato 1983, Ducos et col. 1993, Molle et col- 1993, Teng et col. 1994) ont 
démontré l'existence d'un lien direct entre la densité cellulaire &ide de la culture, le 
nombre d'embryons proàuits, le degré de maturation de la population d'embryons et le 
pourcentage d'embryons anormaux produits. 
En générai, plus la densité d'inoculation du milieu de production est 
élevée ( 1 0 ~  cellules par ml et plus) et plus le nombre total d'embryons est important, 
mais moins ils sont différencies. Inversement, plus la densité d'inoculation du milieu de 
production est basse (moins de 106 cellules par ml) et plus le nombre d'embryons 
torpilles obtenus est élevé mais plus le pourcentage d'awrmalités de ces embryons est 
important (Teng et col. 1994). Par ailleurs, lorsque la densité d'inoculation est trop 
faible ou trop importante, l'embryogenèse somatique est totalement &'bée (Ammirato 
1983, Teng et col. 1994). Ces résultats viennent confirmer ceux déjà présentés par 
Ducos et col. 1993, Moue et col- 1993 et md 1988. 
L'initiation, la diffërenciation, la maturation, Ia germination et plus 
générdemeat tout les processus impliqués lors de l'embryogenèse in vitro sont 
directement Liés au nombre de cellules prkntes dans Ie milieu- Là encore, il semble que 
les différents stades embryonnaires aient des besoins différents en matière de densité 
ceUulaire. Ainsi, la présence d'un grand nombre de cellules est absolument nécessaire à 
la formation des MPE @hase d'initiation de i'embryogenèse) mais la conversion de ces 
MPE en embryons torpilles ne peut se faire qu'à basse densité embryonnaire en culture 
asynchrone (Haiperui 1967, Hari 1980). 
Par exemple, chez la carotte-, le nombre total d'embryons augmente de 
0,3 x 106 emb.1-' à 3,O x 106 emb.1" iorsqu'on augmente la densité d'uionilation du 
milieu de production de 0.4 à 4,O g.1-' (en poids humide, Mdle et col. 1993). Miüs, dans 
le même temps, le pourcentage de conversion des embryons giobulaires en embryons 
torpill& passe de 25 à 3 % moue et col. 1993). Ce phénomène d'auto-intil'bition 
semble Iié à Ia présence dans le milieu de protéines extracellulaires dont nous parierons 
au paragraphe suivant (De V- et col. 1988). L'auto-inhribiion est par ailleurs un 
phénomène réversible. Par exemple, une population d'embryons bloqués au stade coeur 
peuvent poursuivre un développement tout a fkït nomal pour peu qu'ils soient dilués 
sufnsamment (Ducos et COL 1993, Molle et col- 1993). 
2.3.3-6. Les protéines extt~cellufaires 
Beaucoup de travaux ont démontré que L'utilisation d'un d e u  
conditiomé (ayant déjà contenu des embryons) lors de l'initiation et de la maturation 
permettait d'améliorer ou même de restaurer le potentiel embryogène de certaines 
cultures cellulaires (De Vnes et col- 1988, Hari 1980, Von Arnold et col. 1995)- Ces' 
propriétés du milieu conditionné ont été attniuées à la présence de protéines 
glycosylées à hauts poids moléculaires qui sont habituellement liées ioniquement aux 
parois végétales mais qui, in vitro, se retrouvent a l'état hire dans le milieu de culture. 
En fit, une grande diversité de protéines extracellulaires (PE) ont été 
idenbinées dans divers milieux conditionués, parmi lesquelles des péroxydases, des 
phosphatases, des protéases et, en général, une grande variété d'enzymes hydr01~ques. 
Ces PE permettraient, entre autre, aux cellules végétales de modifier leur environnement 
physico-chunique afin de fàvoriser l'absorption des nutriments (notamment au niveau 
des racines) et de modifier les propriétés de leurs parois pecto-ceUlosiques pour 
permettre l'expansion cellulaire (Clarkson 1985). 
D'autres PE présentes sur la paroi des cellules semblent jouer un rôle 
majeur comme modulateur de la communication cellule-cellule (Z@d 1988). Eues 
powraient, entre autre, jouer le rôle de signaux pour contrôler la différenciation, la 
dédifférenciation et la croissance cellulaire. Ces protéines à très hauts poids 
moléculaires (> 100 kDa) et glycosylées à plus de 90 % sont appelées protéines 
arabinogalactanes (ou APG)_ Comme chez les cellules animales, ces protéines 
la base de la r e c ~ ~ s s a n c e  et de la co~~ll~lunicatiort ntercellulaire- 
En 1976, Kartha a démontré que la différenciation celiulaire est 
étroitement réguiée par la balance des différentes phytohormones présentes dans le 
milieu. D'autre auteurs ont depuis constaté qoe la Mérenciation cellulaire est corrélée 
avec la présence de PE glycosylées dont Ia synthèse est régulée par les ciiffiérentes 
phytohormones du milieu (De Vries et col. 1988, Van Engelen et De Vries 1992, Von 
Haniold et col- 1995)- 
D'après les travaux de Henctticks et de Vries (1995), chaque tissu 
végétai posséderait à la h c e  de ses ceildes des APG spécifiques. Il ont ainsi prouvé 
qu'il est possible de modifier le développement de celiuies en culture en les mettant en 
présence d'APG spécifi~ues à une autre lignée cellulaüe- Par exemple, en ajoutant des 
APG issus d'une culture de cellules embryogènes à une autre culture ceildaire non 
embryogène, il est possiôle d'obtenir des embryous et vice-versa. 
Comme tout processus de différenciation, i'embryogenèse est donc 
régulée par l'intermédiaire de protéines extracellulaires spécifiques. Si on compare le 
pronl de synthése des protéines m vitro de ceildes embryonnaires avec celui de cellules 
différenciées, on constate qu'il reste pratiquement inchangé en ce qui concerne les 
protéines intracellulaires alors que le pronl de synthèse des PE est profondément 
modifié, 
Jusqu'à mainttenant, peu de liens ont été clairement établis entre les PE 
présentes dans le milieu de culture et les étapes morphologiques de l'embryogenèse. 
Parmi les trois PE qui ont eté identitiées par Hendncks (1995) comme ayant un rôle 
spécifique lors de l'embryogenèse chez ta carotte, dew ont un rôle direct avec la 
formation du protoderme de l'embryon globulaire. Leur absence dans Ie milieu 
provoque un blocage du développement embryo~aire au stade globulairey comme si la 
phase de différenciation avait échoué. LIS autres études sur le sujet se contentent pour 
fa plupart d'énumérer les diffkentes PE présentes dans le milieu et de noter les 
différences de sécrétion entre différents types cellulaires. 
II existe de nombreuses dB&ences entre Ie développement des 
embryons cultÏvés et celui des embryons m vivo. Ces diffërences ont été depuis 
longtemps attri'buées au fait que l'environnement auquel est soumis un embryon cultivé 
en laboratoire est radicalement différent de l'environnement qu'il araait connu s'il 
s'était développé dans la graine (Gray et Purohit 199 1) 
Dans sa revue sur l'enviro~ement ril ovulo parue en 1989, Carman 
compare la composition des milieux les plus en culture d'embryons ( les d e u x  
MS et BS notamment) avec la composition du liquide dans lequel baignent les embryons 
de blé de 20 jours et plus. 
li apparaît dans cette étude que tous les milieux de culture synthétiques 
sont carences en azote (particulièrement en acides aminés) et en phosphore. Carman 
constate également que plus la composition du milieu de culture se rapproche de ceîle 
du liquide ovulaire, plus le nombre et la qualité des embryons sont élevés. De même, 
des embryons globulaires extraits de graines de carotte se développent anormalement 
@as de formation de cotylédons, obtention d'embryons massifs et informes) lorsqu'on 
les place dans du liquide de KNOP (contenant seulement de l'azote, du phosphate, du 
potassium et du sucre) dors qu'ils passent au stade cordiforme forsqu'ils sont transférés 
dans une solution minérale équil'brée (milieu synthétique complet contenant des 
minéraux, des vitamines et du s u c r e x ~ d  1988). 
Les concentrations en fkcteurs de croissance et en protéines 
extrace1luIaires du milieu dans lequel baigne l'embryon soat également très différentes 
in vitro et m vivo. Les phytohonnones par exemple, sont hydrosolubles, et diffusent 
rapidement dans le liquide qui entoure L'embryon. Dans ia graine, cette émission de 
phytohormones permet à l'embryon de commm*quer avec les tissus accessoires, de 
contrôler l'activité des enzymes du liquide ovulaire et de modifier les propriétés de ses 
parois cellulaires, Le niveau en phytohonnones du Iiquide ovulaire est réguIé par leur 
taux de dégradation (dégradation par oxydation qui dépend de la concentration en 
oxygène dissous, Wdton 1977) et par le taux de difbion dans les tissus de l'embryon 
et de l'endosperme. 
Mais, alors que dans la graine la cpantité de Liqyïde eutornt l'embryoa 
est limitée, ce demier baigne in vitro dans m e  grande quantité de liquide agité dam 
lequel les phytohormones et les PE sont immédiatement diIuées- En culture en milieu 
liquide, l'embryon est donc privé d'outils qyi lui sont indispensables pour agir sur le 
miiieu qui l'entoure et pour réguler son développement. Ce phénomène est encore 
ampliné par le fiiit que la culture d'embryons est pratiquée à fvble densité cellulaire 
(densité d'inoculation souvent inférieur à 1 g J L  en poids humide contre 10 à 100 jg.1-' en 
culture de ceilule classique). 
De plus, alors que dans la graine l'embryon est seul, il se retrouve lors 
d'une production in vitro en présence de plusieurs milliers d'autres embryons qui ne 
sont pas tous au même stade développemental que lui Chaque stade 11'bère alors dans le 
milieu des signaux spécifiques, à des concentrations spécifiques. Or, la sensibilité des 
embryons à ces signaux change en fonction de leur âge. Les très jeunes embryons (stade 
globulaire et précddents) réagissent à des concentrations en phytohonnones qui n'ont 
aucune incidence sur le développement des embryons plus âgés- C'est pourquoi l'étape 
de différenciation est si critique in vitro: une fois ce stade fianchi, I'embryon peu 
poursuivre sa croissance sans trop soufiiir des imperfections de son environnement. 
Avant cela, son développement être pertrirbe par la présence de PE issues d'embryons 
p h  âgés, ce qui provoque les auormalités et les blocages que I'on a dé& plus haut. 
On pourrait ainsi énumérer un grand nombre de différences entre 
l'enviro~ement des embryons cultivés et celui des embryons naturels, par exemple le 
manque de barrière mécanique a l'expansion de l'embryon (Gray et Purohit 1991), le 
métabolisme respiratoire, etc. En résumé, l'environnement rit ovulo est restreint et 
dynamique pour rencontrer les besoins changeants de i'embcyoo, alors que le milieu rit 
vitro est ouvert, mal adapté et non-régulé. Il est en plus surchargé de signaux parades 
(provenant de l'ensemble des embryons) qui couvrent les signaux individuels de chaque 
embryon. II n'est donc pas étonnant que la grande majorité des embryons restent 
bloqués au stade globulaire lorsqye le développement de la population embryonnaire est 
asynchrone. 
2.4. LE PROBLÈME DE LA SYNCHRONISATION DES 
EMBRYONS IN ClTRO 
Les besoins nutritionnels, respiratoires, osmotiques et honnomux des 
différents stades embyoma.Ües sont totalement dBërents. De plus, la présence dans 
une même culture d'embryons à des stades de développement differents provoque des 
blocages de croissance et des anomalités qui nuisent à Ia qualité des embryons 
produits. Enfin, la suMe des embryons aux diffërents traitements utilisés pour limiter 
leur germination en culture @ar exemple les traitement à 1'ABA et la déshydratation) 
dépend de leur âge et de leur degré de maturation (voir section 2.5.)- 
Pour toutes ces raisoas, la synchronisation du développement des 
embryons lors de la production est absolument necéssaire à la production d'embryons 
de qualité. Les conditions de culture poumient dors être adaptées en continu aux 
besoins des embryons tout au long de leur développement. il serait de plus possible 
d'appliquer très précisément divers traitements aux embryons et surtout d'éviter L'étape 
du triage en sortie de réacteur, qui miplique une machinerie compIiquée et coûteuse. Ces 
facteins, parmi bien d'autres, ont poussé certak auteurs à rechercher des moyens de 
synchroniser ia production des embryons somatiques 
La désynchronisation du développement des embryons observée 
actuellement lors de la production in vitro proviendrait du manque d'uniformisation de 
l'inoculum, c'est-à-dire de la taille variable des MPE produites lors de l'induction de 
l'embryogenèse. Ainsi, après son transfkrt dans le milieu de production, un amas 
comptant 4 cellules mettrait 20 jours avant de parvenir au stade globulaire (formé 
d'environ 500 à 1000 cellules). Un amas comptant 20 cellules mettrait, quant a lui, 
seulement 5 jours pour parvenir au même résultat. Chaque embryon poursuivrait alors 
son développement en conservant les avances et les retards accumulés lors des premiers 
jours, donnant naissance à une culture asynchrone contenant simultanément tous les 
stades embryo~aires (Fujimara et Komamine 1979, md 1988)- 
Afin de synchroniser le développement des embryons, certains auteurs 
ont donc cherché à imiformiser la taille des MPE présentes dans le milieu d'induction. 
Pour ce faùe, ils ont p~cipalement eu recours à deux techniques, soit la Eiltration des 
inocula et les chocs anoxiques. 
2.4.2- 1- Chocs anoxiaues rémCtés 
Une synchronisation partielle de la division des cellules d'me cuiture 
peut être obtenue en les privant d'oxygène- Ainsi, Iorsqu'on fait boller 
de l'azote dans le milieu de culture à raison de 90 minutes toutes les 30 heures, le cycle 
de division des cellules se synchronise peu à peu- Au bout de quelques jours, la majorité 
de la population cellulaire se divise en même temps toutes les 30 heures (Constabel et 
Kurz 1982)- 
En théorie donc, si l'on part d'une suspension embryogène composée de 
cellules isolées @ar exemple des protoplastes) il devrait être possibIe d'obtenir, par une 
suite de chocs anoxiques, des MPE de taille uniforme, donc un développement 
synchrone des embryons. Cependant, la mortalité des cellules est très importante avec 
cette technique qui n'a pas, jusqu'à présent, permis d'obtenir des embryons de fàçon 
reproductible. 
2.1-2.2- Tri à I 'aide de tamis et de gradients de densité 
Le cn'blage des suspensions cellulaires à l'aide de tamis de différents 
maillages devrait en théone permettre une uniformisation immédiate des inocula ainsi 
que l'élimination des ceildes non embryogènes. Cette technique poumit en effet 
permettre de trier les MPE d'après leur taie et d'inoculer les milieux de production 
avec des amas cellulaires standardisés qui poursuUrSUvraient leur développement de façon 
synchrone. 
Dans la pratique, cette standardisation est loi .  d'être aussi simple qu'il y 
paraît. En fait, les cellules embryogènes ont tendance à sédimenter en couche dense sur 
les tamis, ce qui compromet l'efficacité du tri des inocula- De plus, les MPE sont de la 
même taille que certaines cehies non embryogènes et il est donc impossible de les 
séparer à l'aide de tamis- La densité des cellules embryogènes étant supérieure a celle 
de leur consoeurs non embryogènes, il fhut alors avoir recours à une technique de 
séparation par gradients de densité pour obtenir une population de MPE pure de taïlie à 
peu près d o r m e  (Bazhet 1994, Fujimara et K o d e  1979)- Toutes ces étapes 
doivent se faire dans des règles strictes d'asepsie. Dans ces conditions, la multiplication 
du nombre d'étapes augmente d'autant les risques de contamination. De plus, le degré 
de synchronisation obtenu reste bien médiocre en comparaison des efforts fournis. Les 
MPE semblent réagir différemment au stress induit par les opérations de trÏ et si 
certauies reprennent Immédiatement leur développement, d'autres par contre observent 
une période de latence, ce qui désynchronise une nouvelIe fois la culture- 
D'autres auteurs se sont plutôt intéressés au tri des embryons à un stade 
plus tardifde leur développement (Guiliano et col. 1983, Rodrigez et col. 1990, Wanen 
et Fowler 1977). Le tri est alors plus aisé en raison de la nette différence de taille entre 
les embryons et les cellules non embryogènes. De plus, un tri plus tardif assure un 
meilleur pourcentage de survie car les embryons sont moins sensibles au stress que les 
MPE. 
Les résultats concemant la synchronisation du développement des 
embryons après le tri sont cependant contradictoires. Dans leurs travaux publies en 
1991, Gray et Purohit ont filtré une popdation asynchrone d'embryons à travers 
différents tamis dont le maillage ailait de 864 à 234 Pm. Ils ont ensuite remis en culture 
les différentes classa d'embryons obtenues (embryons globulaires, coeurs et torpilles 
séparés par taille) pour constater qu'ils poursuivaient leur développement de façon 
synchrone. 
Au contraire, Nadel et col. (1990) ont constaté que des embryons 
cordiformes de céleri de taille donne placés sur milieu solide ne se développent pas 
de façon synchrone. Il ressort de leurs travaux que seuls les embryons globulaires sont 
capables de maintenir un semblant de synchronisme sur milieu solide, et que leur 
croissance est considérablement ralentie par rapport au procédé de culture asynchrone. 
En 1993, Molle et son équipe ont mis au point me technique compliquée 
de tri continu des embryons en cours de production. Pour ce faire, ils ont utilisé deux 
réacteurs en série reliés par des filtres servant à trier les embryons. Les embryons 
torpilles étaient ainsi séparés en continu du reste de la culture et placés dans le 
deuxième réacteur- Cette technique leur a pennis d'obtenir une culture composée de 
90 % d'embryons torpilles au bout de trois d e s  (159 000 embryons produits) et 
d'augmenter signincativement la qualité de ces embryons (pourcentage de conversion 
en plante de 77 %), 
L'utilisation de phytohormones constitue une autre approche visant cette 
fois une synchronisation du développement des embryons en régulant leur état 
physiologique. Une synchronisation partielle du développement des embryons peut être 
obtenue à l'aide d'un traitement à I'ABA à basse concentration chez les conifères (Von 
Arnold et Hakman 1988), la carotte (Ammirat0 1983) et le céleri (Nadel et col- 1990) 
mais pas chez le raisin (Gray et Compton 1993, Ammirato 1986, Nadel et col, 1 990). 
Par exemple, lorsqu'on place une population d'embryons globulaires de 
céleri dans un milieu contenant 0,s pM GABA pendant une semaine puis qu'on retire 
cet A B 4  on obtient au bout de 2 semaines une culture composées de 80 % d'embryons 
torpilles (conîre 40 % pour la culture témoin non traitée) (Nadel et col. 1990). 
Cependant, la présence d'ABA dans le milieu de cdture au moment de la 
différenciation (passage du stade globulaire au stade coeur) peut diminuer 
signincativement le pourcentage de germination pst-récolte des embryons traités 
(Carman et CampbeU 1990). 
La synchronisation chez 1a carotte peut également Eire obtenue en 
ajoutant 0,i pM de ziabine dans le milieu de production. Environ 90 % des embryons 
globulaires se forment alors en même temps mais la présence de la zéatine iahi le 
développement des embryons au delà du stade globuiaire (Komamïne et col. 1992). 
2-4-2.4 Choc osmotiaue 
En plus de stimuler I'induction de i'embryogenèse chez de nombreuses 
espèces végétales (voir chap. 2.3.2.1), les traitements induisant un choc osmotique 
permettent égaiement d'améliorer la synchronisation des cultures d'embryons. Chez la 
carotte par exemple, Wetherell(1984) a constaté que 80 % des embryons atteignent le 
stade coeur en même temps lorsqu'on ajoute 180 g.1-' de sucrose dans le milieu de 
production. 
On a vu au paragraphe 2.3 -3 -3 que le pH joue un rôle important lors du 
développement des embryons in vitro. ll est notamment possible de bloquer une 
population ernbryomaire à un stade précis de son développement en régulant le pH du 
milieu de culture. A pH 4,0 par exemple, les embryons sont bloqués au stade globulaire 
(Smith et Krikorian 1990) aIors qu'ils sont bloqué au stade coeur à pH 4'3 et qu'ils 
poursuivent leur développement juspu'au stade torpille à pH 5.8 (Jay et col. 1994). 
Une valeur de pH inférieure à 4,s provoquerait en fait des modincatioos 
de la perm8abilité des membranes plasmiques et une diminution de l'absorption des 
nutriments. La consommation en azote et en sucres des embryons est alors très faible 
(Jay et col. 1994) et ne permet peut-être pas la transition au stade torpille, ce qui 
provoque un blocage réversliie. La modification du pH pemiemait dors une reprise 
synchrone du développement des embryons. 
2.5. LA GERMINATION ET SA PROBLÉMA~QUE 
Dans Ia nature, certaines graines pewent rester à I'état sec pendant de 
longues lorsque les conditions environnementaies (température, humidite, 
luminosité, etc.) sont défavorables à leur gecmination Dans ces graines dites 
quiescentes, les embryons vivent au ralenti, ce qui leur permet d'économiser leurs 
réserves en vue de la germination- Dès que les conditions deviennent favorables au 
développement des jeunes plantules, la quiescence est rompue et le processus de 
germination s'amorce. 
Certaines graines pourtant refusent de germer. même lorsque toutes les 
conditions enviro~ementates emblent fkvorables- Les graines de carotte par exemple, 
ne germent pas tant qu'elles n'ont pas subi les fioids de I'hiver (ou un minimum de 40 à 
60 jours en dessous de 10 OC (Molle et col. 1992)). Ces graines, que l'on qualine de 
dormantes, sont le résultat d'une longue évolution des plantes des climats tempérés. La 
dormance permet au jeune plant de ne pas émerger lors d'un automne trop clément pour 
ensuite mourir à 17apparition des premiers gels. De plus, le degré de dormance étant 
légèrement différent d'une graine à l'autre, la germination est dispersée dans le temps, 
ce qui augmente les chances de survie des jeunes plantules. 
Si la dormance assure dans la nature la survie des espèces végétales, eue 
constitue cependant un véritable casse tête pour l'agronome. L'entrée et la sortie en 
dormance des embryons végétaux est en effet sous l'infiuence complexe de paramètres 
génétiques, environnementaux et hormonaux dont l'importance varie en fonction des 
espèces végétales (Bewley et Black, 19829. 
2-5,M- Dormance, ABA et métabolisme rest,irutoire 
L'ABA semble jouer un rôle clef: bien que contesté* dans l'ensemble des 
processus impliqués lors de la dormance- Chez certaines espèces comme le rosier, le 
degré de dormance est directement correle avec la quantité d7ABA extractible des 
graines. Les utilisés empiriquement pour rompre la donnance (maintien au 
eoid, trempage, grattage de I'enveloppe des graines. etc.) provoquent chez ces espèces 
une m u t i o n  de la concentration en ABA des graines (Black 1972)- De plus, 
l'application d'ABA exogène i n h i i  la germination d'un grand nombre de graines non 
dormantes (Walton t 977)- 
Mais chez d'autres espèces (Le. le pommier, le noisetier, le pois), on n'a 
pu etablir aucune corrélation entre la concentration en ABA hire ou lié des graines et la 
régulation de la dormance. Par exemple, parmi des graines de pois contenant des 
quantités identiques d'AB& certaines germent alors que d'autres sont donnantes. De' 
même que l'abaissement de la concentration d'ABA n'est pas nécessaire pour casser la 
dormance de certaines graines (Walton I977), une concentration nulle d7ABA ne suffit 
pas pour la briser (j3ewley et Black 19829. 
Le métabolisme respiratoire des embryons semble également de toute 
importance lors de la dormance. Bien qye l'intensité respiratoire (mole de COz rejeté 
par imité de temps) et le quotient respiratoire (RQ, rapport des quantités de C a  et de 
a échangées pendant le même intendle de temps) des m e s  dormantes et non 
dormantes ne soient pas significativement différents, plusieurs études ont établi un lien 
entre les voies métaboliques respiratoires et la dormance. 
On a par exemple constaté que les agents qui brisent la dormance 
augmentent généralement la contri'bution de la voie des pentoses phosphates (voie 
secondaire du métabolisme du glucose qui produit des précurseurs utilisés pour 
biosynthèse des protéines, des acides gras, de l'ADN, etc-) au dépend de la glycolyse 
(voie principale du métabolisme du glucose qui permet le stockage d'énergie sous forme 
d'ATP) (Bewley et Black 19829. Ainsi, la majorité des inbibiteins de la chaîne 
respiratoire (inhibiteurs chimiques, haute concentration en C a  (-eure à 0,03 %), 
basse concentration en @ (uiféneure à 20 %)' etc-) provoquent le bris de la dormance- 
2-5-1-3- Consetvation des embryons mItivés: Donnonce ou 
quiescence ? 
In vitro, le développement des embryons est continy c'est-à-dire que la 
croissance se poursuit sans période d'arrêt entre le stade torpille et le stade plantule. 
Etant continuellement alimentés en eau et en nutriments, les embryons gexment des 
qu'ils ont achevé leur maturation (stade torpille), ce qui rend leur manipulation et leur 
conservaiion très délicates. Or, l'induction d'une période d'arrêt de croissance des 
embryons produits in vitro est une étape primordiale pour la production et la 
conservation des semences artificielles. 
Dans la nature' les plantes ont recours à deux procédés complémentaires 
pour assurer la consemation des embryons : la dormance et la quiescence- La dormance 
reste un processus mal connu et difficilement contrôlable. Ii semble donc préféraMe 
d'induire la quiescence des embryons cultivés (arrêt immédiatement réversible de la 
croissance des embryons juste avant la germination) qui est mieux comprise, plus facile 
à mettre en place et mieux contrôlable- 
A l'échelle macroscopique, on considère ghéralement qu'une graine a 
germé lorsque la radicelle (la pr-ère racine de la plantule) perce l'enveloppe. Mais de 
nombreuses étapes sont nécessaires avant de parvenir à ce stade. Dès que la graine est 
imbibée d'eau, les enzymees qu'elle contient sont activées et l'hydrolyse des réserves 
insolubles contenues dans les tissus accessoires commence aiin d'alimenter l'embryon. 
La machuirie métabolique de l'embryon se met dors en marche et de 
nouveaux composants ceIIdaires sont synthétisés (ATP, ARN, protéines, etc-) Dans le 
même temps, les cellules de l'embryon se gorgent d'eau et s'allongent sous le contrôle 
de l'acide indole acétique (IAA), une amine naturelle- L'augmentation de volume qui en 
découle exerce une pression sur l'enveloppe de la graine déjà ramollie par i'imbbition 
et facilite i'émergence de la radicelle. Cette première étape a souvent Lieu en anaérobie 
et avant mihe que lapremière division ceildaire n'ait eu lieu, 
Une fois que l'enveloppe de la graine est perforée, les conditions 
deviennent aérobiques et l'embryon entre en période de division active. La radicelle 
s'alonge et s'ancre dans le sol pour pennettre l'enracinement du jeune plant. Pendant 
cette période, l'embryon se comporte comme un organisme parasite vivant au dépend 
des tissus accessoires de la graine. L'amidon, les lipides et les protéines stockés dam 
l'endosperme pendant la maturation sont peu à peu hydrolyses par des enzymes 
synthétisées à la périph&ie des tissus accessoires. L'embryon contrôle la production et 
l'activité de ces enzymes a l'aide d'une panoplie de phytohormones, dont l'acide 
giibérellique et I'IAA (Black 1972). La croissance de l'embryon se poursuit donc au 
dépend des tissus accessoires, la radicelle apportant quant à elle les sels minhux et 
l'eau nécessaire a son bon développement. La tige émerge alors et les cotylédons se 
déploient pour permettre à la jeune plante de devenir autotrophe et indépendante. - 
Chez la majorité des espèces végétaies (sauf les espéces aquatiques), le 
nombre de graines qui gennent diminue lorsque la concentration en oxygène de 
l'atmosphère est iafénéneure à 20 % ou lorsque la concentration en C a  est supérieure à 
0,03 % (Bewley et Black 19823. En fat, la présence d'oxygène est nécessaire à 
I'accomplissement du processus germinatif' même si une cointe période d'anaérobiose 
peut être tolérée dans Ies premières heures (notamment lorsque les graines sont 
submergées dans i'eau) 
Ainsi, tout traitement ayant pour coI1Séquence de luniter l'activité 
respiratoire de l'embryon permet d'inhiber sa germination, et induit donc sa quiesence- 
En 1992, Bhowmik et Pan ont ainsi réussi à conserver des graines de tomate pendant 8 
semaines à 12°C et à haute humidité relative (de 85 a 98 % EIRE) en les msintenant 
dans une atmosphère composée de 2'5 % d'oxygène, 5,O % de C a  et 92,5 % de &- 
Des conditions aérobiques semblent égaiement nécessaires à la 
geRnination des embryons produits m vitro- Chez le blé, les embryons formés à des 
concentrations en oxygène itûéneures à 9 % ne germent pas en culture (Can~an~1988). 
En 1972, Norstog et Klein ont déterminé que des embryons excises d'orge cultivés sur 
milieu solide ne germent pas lorsque la concentration en oxygène de i'atmosphère est 
inférieure a 5 %. 
233.2- Influence hu potentiel osrnotiaue du milieu et de la teneur 
en eau des embryons 
Lorsqu'on place des graines dans une solution de PEG à 25 g.1-' 
(pression osmotique de 8,4 bar), leur germination est i n h i e  réversiblement (Khan 
1977, Smith et Krikorian 1988)- Cette méthode est utilisée depuis de nombreuses 
années en agronomie car elle p e t  de synchroniser la germination d'un lot de graines 
et de diminuer le temps de germination en sol. 
Le principe de ce traitement empirique est simple, On a vu que 
l'allongement de la racine lors des premières heures de germination est due à 
l'élongation des cellules et non pas à leur division, Or chez les plantes, la croissance des 
cellules en longueur se fait grâce à la pression que la vacuole exerce sur la paroi pecto- 
cellulosique- Lorsqu'on soirmet les cellules à une pression osmotique élevée, la vacuole 
se vide de son eau, ce qui p r o v q e  une diminution de la pression de turgescence 
@aven et col. 19929. C'élongation des cellules de l'embryon est alors i o h i i ,  ce qui 
empêche l'allongement de la racine, donc la germination. 
Selon ce principe, Attree (1991) a démontré que la germiaation en 
cdture d'embryons d'épicéa est inhibée lorsqu'ils sont soumis à des concentrations 
élevées de PEG (de 5,O à 7,s %)- Des résultats sidaÏres ont été obtenus chez l'orge 
(Norstog et KIeE 1972). le blé (Khan 1977) et la carotte (Raghavan et Srivastava 1982). 
Il est égaiement possible d'inhii  la germination des embryons cultivk en les plaçant 
dans des milieux riches en sucrose (100 gel-' et plus) (Ammirat0 1983, Smith et 
Krikorian 1988, Zrj?d 1988). Cependant, chez certaines espéces comme le c o h ,  la 
germination n'est inhibée que si l'embryon se trouve dans un état développemenîal bien 
précis, appelé stade de pré-dessication (Fnikelstein et Crouch 1987). 
Lorsqu'on place des cellules végétales dans un milieu plasmolysant, 
eues sont soumises a un stress hydrique important et leur teneur en eau diminue. te 
même résultat peut être obtenu en déshydratant progressivement les embryons. Chez la 
carotte, la quiescence peut être induite in vitro en soumettant les embryons encapsdés 
dans du polyox (oxyde de polyéthylène) à une déshydratation progressive. Les chances 
de survie des embryons, bien qu'augmentées par un traitement préalable à haute 
concentration de sucrose (120 g.1-') et en présence d'ABA (1 pht) ou lorsqu'on 
augmente la densité ceilulaùe (6 gJL en poids humide contre moins de 1 g.1-'), sont 
encore extrêmement fâi'bles (de l'ordre de 5 % au bout de 4 jours de conservation à 
température ambiante) (Kitto et Janick 1985). Le stade de développement de l'embryon 
au moment du traitement est, là encore, primordial pour sa survie ultérieure et une 
parfate synchronisation de la population est donc nécessaire. 
2.5.3.3, Le rôle de I 'acide ab.~c&si4ue 
Parmi la liste des substances inhibant la germination, on retrouve 
notamment l'éthylène, des acides organiques et l'acide abscissique (E3ewley et Black 
1982'-). D'autres auteurs citent égaiement les a-s et leur précurseur, le tryptophane 
(Khan 1977). Nous nous intéresserons p~cipdement ici a ïABA car il a été l'objet 
d'un grand nombre d'études et qu'il est l'inhibiteur de la germination le plus utilisé. 
De nombreux travaux font état de I'utilisation de I'ABA poiu inhiber la 
germination des embryons dans le milieu de culture. Kamada et Harada (1981) ont 
démontré par exemple que le nombre d'embryons de carotte ayant germé en culture est 
divisé par 3 en présence 6ABA dans le milieu de production. En fait, I'ABA est une 
phytohormone reconnue pour ses effets Inhiiiteurs de la division et de 1'6longation 
cellulaire (Raven et col. 19929. Son rôle dans le contrôle de la gennination 
s'apparenterait donc à celui du PEG en empêchant I'dongement de la radicelle (Walton 
1977, Bewley et Black 19829. L'ABA étant également un inhi'biteur de la synthèse 
protéique, il serait responsable Ïn vivo d'une diminution de la disponibilité des 
nutriments solubles en inhibant la synthèse des enzymes hydrolytiques (Ranjan et col. 
1995)- 
Les pourcentage de germination pst-culture des embryons traités à 
I'ABA sont en règle généraie extrêmement bas (inférieur à 10 %). Pour la majorité des 
espèces, la sensibilité des différents stades embxyomaires à L'ABA diminue avec âge de 
l'embryon. La borne réussite du traitement à I'ABA dépend énormement du stade de 
développement des embryons au moment du traitement @da et col- 1992, Seneratna et 
col. 1990). Le temps d'application d'un traitement à I'ABA est donc particdièrement 
cruciai. Appliqué trop tôt, il provoque la domiance des embryons alors que trop tard, il 
échoue à inhiir la germuiation. L'utilisation de I'ABA nécessite donc une population 
d'embryons parfaitement synchrones et une standardisation h c t e  des conditions de 
culture et de traitement. II faut également être capabie de détennlner à coup sur à quel 
moment les embryons ont atteint le stade précis dans leque1 iIs sont aptes à recevoir le 
traitement, ce qui constitue tout un défi en perspective. 
La consefvation par le fioid, entre 5 et IO OC, est très Iargement 
pour conserver les f i t s  et les 1égumes. A basse température, l'activité métabolique des 
cellules (et donc leur croissance) est considérablement ralentie. Dans le cas des 
suspensions cellulaires, la sm-e  des cellules après un &jour à basse température 
dépend, entre autre. de leur état physiologique et de la durée du traitement (Benson et 
Withers 1988). 
En 1987, Redenbaugh et ses collaborateurs ont conservé des embryons 
d'alf'alfa à 4°C et ont démontré que le pourcentage de germination n'était pas âffêcté par 
ce passage au fioid, même après de longues périodes de conservation (Redenbaugh et 
COL 1987)- En 1989, Datta et Potrykus ont, quant à eux, obtenu des pourcentage de 
gennination de 37 % chez des embryons de Hordeum vulgure conservés pendant 6 mois 
à 4°C (Datta et Potrykus 1989)- E e  en 1993, Shigeta et son équipe ont obtenu 95 % 
de gennination pour des embryons de carotte encapsules dans de l'alginate et conserves 
3 mois à 4°C dans du miheu Murasbige et Skmg (contre 5 % pour des embryons nus 
ayant subi le même traitement). 
Certains auteurs ont également eu recours aux très basses températures 
(-196°C) pour conserver des embryons zygotiques excisés (Creaser-Pence 1991), des 
embryons somatiques produits in vitro (Bajaj et Reinert 1977) et des cellules 
embryogènes ( K a .  et col. 1988). La descente de température s'effectue par paliers 
successifs dans des armoires a congélation progmnmables et en présence de 
cryoprotectants (giycérol, sucrose a haute concentration, etc.)- 
Bien que le pourcentage de s-e des cellules embryogènes et des 
jeunes embryons soient supérieurs à 85 % sur des périodes allant jusqu'â 2 ans, ce 
procédé est trop coûteux pour permettre une a large échelle- De plus, les 
embryons âgés et les plantules tolèrent beaucoup moins bien un séjour à très basse 
température puisquef même avec un prétraitement adapté, seulement 40 % des 
embryons congelés parviennent à germer (Tessereau et col- 1990)- 
2.6. ENCAPSUUTION DES EMBRYONS SOMATIQUES 
Une semence artificielle est un embryon produit in vitro et traité de 
façon à se comporter exactement comme une graine naturelle. Une semence artificielle 
doit donc pouvoir être conservée. semée en &eu non stérile et I'embryon doit être 
capable de se développer de façon autonome jusqu'au stade adulte. Les embryons nus, 
tels qu'ils sortent du bioréacteur, ne peuvent donc pas êtres considérés comme des 
graines artificielles a part entière. Ils ne peuvent pas être c o ~ l ~ e ~ é s  pendant de longues 
périodes ni être semés en sol car ils sont dépourvus d'enveloppe protectrice et de 
réserves nuîritionneiles (sauf en ce qui concerne les embryons des espèces 
exalbuminées)- 
Le concept de semence artincielle implique donc toute une preparaîion 
des embryons, qui vise à induire leur quiescence et à leur fournir les réserves et Ia 
protection dont ils ont besoin. De nombreux travaux ont éte publiés depuis la fin des 
années 80 sur I'encapsulation d'embryons produits in vitro dans diverses matrices 
artificielles. L'enrobage doit notamment protéger l'embryon des attaques mécaniques et 
biologiques et faciliter sa manipulation (Bazinet 1994. Redenbaugh et col. 1993)- La 
matrice doit également maintenir la quiesceme de L'embryon pendant la période de 
stockage et l'alimenter durant la germination, tout en permettant les échanges gazeux- 
En résumé, la capsule doit permettre de reconstituer aussi fidèlement que possiile 
L'environnement de 1' embryon dans la graine (Moile et col. 1993). 
Le concept de semences &cielles (les synseeds, de Synthetic seeds) a 
été introduit pour la pr-ère fois par MuraShluraShlge en 1977, mais ce n'est qu'en 1985 que 
Kitto et Janick ont produit les premières synseeds de carotte. L'enrobage des embryons 
dans de l'oxyde de polyéthylène avait alors permis d'obtenir pour la première fois la 
germination d'embryons déshydratés. 
Ces auteurs sont cependant les seuls à travailler sur des semences 
artificielles déshydratées. La majorité des travaux publiés décrivent plutôt des méthodes 
où les embryons demeurent à l'état hydraté. A ce titre, l'eacapsulation des embryons 
dans un hydrogel (gel d'agar, de carraghénanes, d'alginate, etc.) est de loin la technique 
la plus utilisée. En 1986, Redenbaugh et ses cotlaborateurs ont par exemple enrobé des 
embryons de luzerne et de céleri avec de l'alginate à 2 ou 3 %, et ont obtenus des 
pourcentage de germination de 100 % et d'environ 50 % en conditions non stériles. Les 
mahices d'alginates ont le double avantage d'être faciles à mettre en oeuvre et de ne 
pas être toxiques pour l'embryon- 
Les procédés de production étant encore largement asynchrones, les 
embryons produits doivent passer par une étape de triage qui pemet d'éliminer les 
embryons anormaux ou immatures- Après cette étape de sélection, les pourcentage de 
germination des embryons encapsulés sont de l'ordre de 50 à 100 % selon les auteurs, 
c'est-à-dire à peu près équivalents aux pourcentage de germination des embryons nus 
(Kamada et col- 1989, Li et Deng 1990, Molle et col. 1993). Ces résuftats ont 
néanmoins été obtenus en conditions StériIes où les embryons baignent dans me 
solution nutritive qui difhise à travers i'hydrogel. Les tentatives de certains auteurs 
d'inclure divers composés noionciers au sein de la capsule ont été peu concluantes. Les 
nutriments solubies difkent en effet trop rapidement dans le milrmilreu environnant et ne 
sont alors plus disponiiles pour l'embryon (Molle et COI- 1993). 
Afin de prévenir la dif%skm des nutriments a l'extérieur de la bille 
d'hydrogd et de hiter la déshydratation des ES, les capsules d'alginate doivent donc à 
leur tour être recouvertes d'une couche imperméable a Seau mais perméable aux gaz 
(étape de pelliculage (Riend 1993, Tay et col- 1993, S W a  et Saieh 1982))- 
Cependant, aucune des pellicules testées à ce jour n'a encore pu remplir efficacement 
toutes ces fonctions. De plus, la présence de nutriments dans Ia capsule en fbit une a i l e  
de choix pour les mïcrOi)rganismes du sol et les divers aotaongiques et antibiotiques 
qui ont été testés jusqu'à présent se sont tous révéles toxiques pour l'embryon aux 
concentrations efficaces (Molle et col. 1993). 
On constate donc que l'enrobage des embryons produits in vitro est loin 
d'être au point. Le succès des semences arti£icielies passe avant tout par la production 
d'embryons somatiques de bonne qualité- La production des synseeds en est donc à ses 
balbutiements et beaucoup de travail doit encore être accompli avant d'envisager une 
éventuelle application industrielle. 
2.7. RÉsUMÉ DU CONTEXTE DE LA RECHERCHE 
L'embryogenèse somatique est une technique de propagation clonale 
très avantageuse en raison de son excellente productivité. Cependant, les embryons 
produits in vitro sont de qualité très médiocre, ce qui se traduit par un pourcentage 
d'anomialimialités élevé et un pourcentage de conversion en plantes infërieur à 50 %. 
Surtout, il n'existe pas actueUement de technique satisfaisante 
permettant la conservation des embryons produits par embryogenèse somatique. Avec 
les techniques actuelles de production, les embryons germent dès qu'ils ont atteint leur 
maturitéy ce qui augmente leur hgiiaé et rend leur manipulation délicate. De plus, les 
plantdes doivent être repiquées immédiatement après leur récolte, ce qui compromet 
l'utilisation des techniques d'embryogenèse somatique à l'échelle industrieiie- 
Les deux techiques pnncipaiement décrites dans Ia Iittérature a h  de 
limiter la germination précoce des embryons ni vitro (ajout d7ABA dans le milieu de 
production et déshydratation des embryons) sont particulièrement délicates à mettre en 
oeuvre et diminuent sisnificativernent le pourcentage de suMe et de germination post- 
récolte des embryons &tés. Le peu de succès de ces traitements est largement 
attribuable au manque d'uniformité des populations d'embryons produites, qui sont 
composées de stades développementaux divers. Le contrôle de la germination en culture 
des embiyoas et l'amélioration de leur qualité passent donc principalement par la mise 
au point d'une technique efficace de synchronisation de la productioa. 
C'est dans ce contexte que vient s'inscrire ce projet de recherche, dont 
les principaux objecMs sont présentés au chapitre suivant. 
OBTECTIFS DU PROJET DE RECEERCEE 
La germination des embryons en dture reste un des problèmes majeurs 
rencontrés lors de la production d'embryons in vitro. Les jeunes plantules (embryons 
germés) sont particuIièrement hgiles et sont souvent endommagées par le m o d e  
d'agitation ou lors de la récolte. Cette hgiiité, qui les rend ditncïfement mmitmmitpdabIes, 
compromet leur utilisation ultérieure. De plus, la germination des embryons matures 
provoque l'arrêî du developpcment des jeunes embryons (MPE, stade giobuiaire et 
coeur) et dùninue signiscativernent la productivité du procédé. En règle générale, 
seulement 5 a 10 % des embryons fonnés -ennent au stade torpille. Parmi ces 
embryons matures, plus de la moitié germent au sein même du milieu de culture, ce qui 
réduit dramatiquement le nombre des embxyom qui pewent effectivement être récoltés- 
L'objectif global de ce travail consiste donc a : 
LIMITER LA GERMINATION EN CULTURE D'EMBRYONS DE CAROTTE 
PRODUiTS EN BIOREAC7EUR 
En poursuivant cet objectif nous cherchons, d'une part, à faciliter la 
manipulation et la conservation des embryons et, d'autre part, nous espérons limiter les 
blocages développementaux et améliorer la @te des embryons produits. 
La démarche employée pour y parvenir passe par la réponse à deux 
questions principales : que se passe-t-il lorsque Ies embryons v e n t  en culture et 
faire pour I'kviter ? 
3.2. HYPoTHÈSES ET STRATÉGIE DE RECHERCHE 
Les protéines excrétées (PE) dans le milieu de culture sont le reflet du 
stade développemental des celldes qui les ont sécrétées, Plus que de simples marqueurs 
spécifiques à chaque type cellulaire, ces PE jouent un rôle fondamental dans la 
régulation du développement des cellules et des tissus- mes sont autant de messages 
qui dictent le comportement de la population cellulaire et régissent, par exemple, leur 
aptitude à se diviser ou à s'allonger- Ainsi, un ensemble hétérogène de cellules sécrète 
une grande quantité de PE différentes qui sont autant de signaux contradictoires 
susceptiiies de perturber le développement de la communauté- 
Dans le cas spécifiqye de l'embryogenèse, plusieurs études démontrent 
que Ies embryons sécrètent des PE Mientes  lors de chaque étape de Ieur 
développement et que Ieur sensiiilité à ces signaux varie dans le temps. Chez l'épicéa 
par exemple, les embryons âgés produisent cinq fois plus de PE que les jeunes 
embryons (Von Arnold et COI, 1995). 
On sait égaiement qu'il est possible de restaurer en partie le potentiel 
embryogène de cellules différenciées (non embryogènes) en les plaçant dans un milieu 
ayant contenu des ceildes embryogènes. Les ceDules embryogènes sont donc capables 
de Libérer dans le milieu des signaux spécifiques signifiant "divisons-nous et ne nous 
allongeons plus" qui font entrer l'ensemble de la population cellulaire en période de 
division active pour donner naissance a des embryons somatiques- Inversement, si une 
partie des cellules de la population libèrent dans le milieu des signaux spécifiques 
signifiant c6ailongeons-nous et ne nous divisons plus", on peut supposer que I'ensembIe 
des celides cesse brusquement de se diviser et entre en période d'élongation.. 
On peut donc formuler l'hypothèse selon laquelle les cehies en 
élongation des embryons en train de germer excrètent dans le milieu des molécules 
spécifiques (comme des protéines extracelfulaües ou des phytohormones) qui inhiint la 
division cellulaire. Si de tels signaux sont l i i é s  au moment ou certains des embryons 
sont en phase de division active @ar exemple au moment du passage des MPE au stade 
gl~bulaire)~ ils peuvent perturber voue même stopper leur développementt. 
Ils peuvent également provoquer la gennination précoce de tous les embryons matures 
en quelques heures. 
Cette hypothèse est etayée par de nombreuses o b m t i o s  
expérimentales quî montrent que la germination des premiers embryons dans le milieu 
de culture provoque la gennination généralwe de presque tous les embryons torpilles et 
cobcide avec l'arrêt du développement des embryons immatures (résultats non publiés), 
Ces messages aberrants pourraient ainsi être responsables des pourcentage 
d'anormaiités élevés, des blocages développementaux et de la germination précoce 
rencontrés en culture d'embryons asynchrones in vitro. 
La plupart des auteurs qui ont été conf?ontés au problème de la 
germination en culture ont tenté de le résoudre en ajoutant de I'ABA exogène dans le 
milieu de production. Comme nous l'avons vu plus tôt, les traitements à I'ABA sont 
cependant loin d'être la panacée. Si les embryons matures cessent en effet de germer en 
culture, on constate également que le nombre total d'embryons produits est toujours 
inférieur en présence GABA et que, de plus, les pourcentage de gennùiation après 
récoke sont également diminués- 
Certains auteurs ont essayé d'imiter les graines orthodoxes et ont 
pratiqué une déshydratation progressive des embryons à la fin de la période de 
maturation. Cependant, les résultats ont été là aussi bien décevants et les pourcentage de 
sunie des embryons traites ne dépassent généralement pas 5 %- 
Devant le peu de succès des méthodes conventiomelles, une nouvelle 
stratégie a été élaborée d'après I'hypothèse fomulée plus haut. Si les blocages 
développementaux et les cas de germination précoce sont dus à la désynchronisation du 
développement des embryons cultivés, le premier objectif de ce travail doit donc être 
de 
SYNCHROMSER LA CROISSANCE DES EMBRYONS, 
pour éliminer toute perturbation de leur développement, 
Le second objectif sera alors de 
PROVOQUERLA QUiESCENCE DES EMBRYONS 
avant qu'ils ne germent, ou bien de trouver un signal physiologique permettant de les 
récolter avant leur germination. 
3-2.2-1- Svnchronisatkm des cultures 
L'étude bibliographique a démontré que les méthodes conventionnelles 
de synchronisation étaient loin de donner les résultats escomptés. Cependant un certain 
nombre de paramètres de culture, comme la densité cellulaire et embryomaire, le pH, la 
présence de phytohomones et la disponibilité de l'oxygène dans 1e milieu peuvent 
provoquer le blocage du développement des embryons tors de la production. 
Dans la plupart des cas, on a jusqu'ici cherché à éviter ces blocages pour 
augmenter la productivité des cuitmes- Mais que se passerait41 si on adoptait plutôt la 
démarche contraire, c'est-à-dire si on cherchait a bloquer réversiblement le 
développement des embryons? On obtiendrait alors une population d'embryons se 
trowant tous au même stade développementai et dans le même état physiologique. La 
levée du blocage (en modifiant la densité cellulaire ou embryonnaire, le pH, etc.) devrait 
alors permettre aux embryons de poursuivre leur développement de fagon synchrone. 
3-2-2-2- Blocmer le développement des embryons matures 
Une fois que l'on aura obtenu une popuiation d'embryons synchrones, il 
sera alors possiile de leur appliquer avec le maximum d'efficacité les divers traitements 
cités à la sous-section 2.5.3. a h  d'induire leur quiescence, soit la modification de la 
concenaabon eo C a  et 02, L'augmentation de I'osmolarité du I'ajout d'acide 
abscissique ou l'abaissement de la température. 
On pima, entre autre, adapter spécifiquement le traitement en fonction 
de la sensibilité et des besoins spécifiques des différents stades embryonnaires. On a 
égaiement vu au paragraphe 2-3 -35  que le stade de maturité atteint par les embryons 
est directement Lié à la densité embryoooaire de la culture. Cette propriété pourrait être 
utilisée pour bloquer le développement des embryons au stade torpille. 
4. MATÉREL ET MÉTHODES 
4.1. MILIEUX DE CULTURE 
4.1.1. W D ' ~  
Le milieu d'induction (MI) comspond au milieu BS (Gamborg et col, 
1968) dont la concentration en sucrose a été augmentée à 30 gl-'. Les autres 
concentrations sont ïixhangées par rapport au mileu B5 clastique, soit 2 mM de NE&*, 
25 mM de NO3-, 2 mM S O ~ ~ - ,  1 mM de EQ2- et 25 m M  de K?. Le pH a été ajusté à 5'5 
avant autoclavage à l'aide d'une solution concentrée de KOH, Tous les milieux ont été 
préparés avec de l'eau déionisée- 
Le milieu est supplémenté avec 0 2  mg.1-' d'acide dichlorophenoxy- 
acétique (2,4-Dy 0,9 mM) et 0,l mg+' de Ianétine. La composition détaillée de ce milieu 
est présentée a l'annexe 2. 
Le milieu de production (MPû) correspond au milieu BS (Gamborg et 
col, 1968) avec 30 g.l-' de sucrose et une concentration en m+ augmentée de 2 mM a 
15 mM, en accord avec les travaux de L. Lavoie (1997). Les autres composants du 
milieu ont également dû être m&es pour obtenir des concentrations finaies de 15 mM 
de NI-&+, 25 mM de NO3-, 2 mM ~ 0 4 ~ ;  1 mM de m2- et 12 mM de IC?- Les autres 
concentrations sont inchangées. Le milieu de production w contient pas de 
phytohormones. La composition détaillée de ce milieu est présentée à t'annexe 2. Le pH 
a été ajusté à 5,s avant autoclavage à l'aide d'une solution concentrée de KOH, 
Les d e u x  ont été soit sterilisés à l'autoclave à 121 OC et 1x10' Pa 
pendant 15 minutes, soit stérilisés par nlaation (capsule de microculture 0,2 lun, 
Gelman Sciences, modèle 12158) sous une hotte à flux laminaire. 
4.2- I .  1, Mise en cuit ure des cabs 
Des graines de carotte @aucm carota L- variété Six Pack (code SP), ou 
variété Fancy Pack (code FP), société A Bourcheix et R. Charbonmeau Limitée, Laval, 
Canada) ont été placées pendant 2 minutes sous agitation dans une solution d'éthanol 
70 %. Elles ont ensuite été stérilisées dans une solution de 20 % d'eau de Javel 
commerciale (contenant 5 % d'hypochlorite) sous agitation pendant 20 minutes, puis 
rincées à 3 reprises dans de l'eau distillk stérile- Les graines ont ensuite été placées 
dans des boites de pétri, sur une double couche de papier filtre préstérilisé et humidifié- 
La germination a eu lieu à L'obscurité à 26°C en environ 10 jours. - 
Le méristème apical des jeunes plantules (zone située à la base des deux 
cotylédons) a été prélevé stérilement et placé sur du milieu d'induction gélifié avec 
8 g.1-' d'agar (Sigma). A partir du deuxième mois, les calIus à croissance rapide obtenus 
ont été repiqués sur le même milieu tous les mois. 
4-2.1.2. Obtention des suspensions cellulaires 
Environ 1 gramme (en poids humide) de cellules a été prélevé à partir du 
callus et placé dans un flacon Erlenmeyer de 125 ml contenant IO ml de d î e u  
d'induction liquide- Le flacon a ensuite été place sous agitation à 120 rpm, dans 
I'obscurité à 26°C (agitateur rotatif New Brunswick Scientific inc., série 25). Au bout 
de 2 semaines, 10 ml de milieu fiais ont été rajoutés et la semaine suivante, la 
suspension cellulaire a été filtrée successivement sur deux filtres de 500 pm et 50 pn et 
rinçée avec une solution de 20 g.T1 de sucrose. 
Les cellules retenues sur le filtre de 50 pm ont été remises en -on 
à raison de 10 g (poids humide) par 100 ml de milieu d'ioduction dans des flacons 
erlenmeyer de 250 ou 500 ml (ratio [volume total du flacon / volume de d e u ]  de 2,5) 
placés sous agitation à 120 rpm, dans l'obscurité à 26°C- Après 2 seniaines, la 
suspension a été repiquée à raison de 20 ml par 100 ml de &-eu d'induction fiais. Les 
repiquages suivants ont eu lieu selon le même protocole à des intemalles d'environ IO 
jours. 
Les cellules embryogènes (voir chapitre 4.2.1.2) ont été filtrées sur un 
tamis de 50 pm afin de retirer le milieu. Elle ont ensuite été rinçks et remises en 
suspension dans du milieu de production à raison de 50 g de matière humide par litre. 
Au bout d'une semaine, la suspension cellulaire obtenue (alors composée de MPE de 
grosse taille (20 cellules et plus) et de CNE) a été filtrée successivement à travers me 
sene de tamis en Nylon de 1000, 210 et 50 pn, de retirer la majorité des cellules 
non embryogènes. Les MPE retenues sur le filtre de 50 pm ont ensuite été rincées et 
remises en suspension à raison de 50 g de matière humide par litre de milieu de 
production (Phase de production et de synchronisation des embryons globulaires). 
Au bout de 1 à 2 semaines, la suspension a été une nouvelle fois filtrée, à 
travers deux tamis de 500 et 210 Pm. Les embryons globulaires retenus sur le flltre de 
210 pm ont été rincés avec une solution de sucrose a 20 gl-' et remis en suspension 
dans du milieu de production (voir chapitre 4.4- 1 -2). 
4.3. DESCRIPTION DU BIO&ACTEUR 
Dans cette étude, des bioréacteurs à doubles rubans hélicoïdaux de 2 et 
5 litres ont été utilisés (figure 4.1). Ces réacteurs ont été conçus par Jolicoeur et col. 
(1992) dans le but de cultiver des suspensions de cellules végétales à haute densité. Le 
module d'agitation à double hélice couplé à un système de chicanes de surfâce permet 
d'assurer un bon transfert de masse au sein de la culture tout en hitant les forces de 
cisaillement susceptibles d'endommager les cellules et les embryons végétaux- 
Après avoir été assemblés et équipés d'un fibre à air stérile, d'un port 
de prélèvement, d'un condensein, d'mie sonde à pH (Phoenix) et d'une sonde à 
oxygène dissous polarograpique (lngolâ, France), les bioréacteurs ont été stérilisés à la 
vapeur (121°C, Md Pa, 60 min). 
Les cultures en bioréacteurs ont été maintenues à 26*C, à l'obscurité et 
sous agitation constante (60 rpm, dans le sens anti-horaiie) pendant toute la durée 
d'opération- Le gaz d'alimentation était fourni en aération de surface seulement aux 
débits de 0,45 1.mi.n." et 0,15 1.mid pour les bioréacteurs de 5 et 2 litres 
respectivement- La concentration en oxygène dissous 0) a été maintenue à 20 % pour 
toutes Ies cultures saufB3 (pas de contrôle de la DO). 
La stratbgie de contrôle de la concentration en oxygène dissous utilisait 
comme variable manipulée la pression partielie en oxygéne du gaz d'alimentation du 
bioréacteur. La phase gazeuse étant à saturation et a l'equilr'bre avec la phase liquide, la 
difEërence entre la concentrahous en O2 de la phase gazeuse (c') et de la phase liquide 
(CL) permet de fiire varier le taux de transfert en 02 du bioréacteur et de combler la 
demande en oxygène de la culture. 
Figure 4.1: Bioréacteur de 2 litres Q doubles rubans hélicoïdaux. 
A: Bioréacteur; B: Module de chaufiigc; C: Contrdleur de tempéraaire; D: ContrGleur de vitesse; E: Port 
d'échantillonnage; F: Sonde à oxyghe dissous; H: Module d'agitation; 1: Tuyau d'alimentation en gaz; J: 
Acquisition des données et contr6lcur de DO; K: Anaiyseur de CQ- 
Pour le bioréacteur de 5 litres, le controie de la composition du mélange 
gazeux utilisé (mélange d'air, d'azote et d'oxygène) se faisait à I'aide de débitmètres 
massiques actionnés par un contrôleur de type proportionnel-intégral (PI)- Dans le cas 
des bioréacteun de 2 iitres, le contrôleur de type PI actionnait des vannes solénoïdes 
qui s'ouvraient et se fermaient un certain nombre de secondes par minute selon les 
besoins du contrôleur- Le débit gazeux total -ant d'environ & 20 % lors de 
l'ouverture et de la fmeture des vaanes soiénoldes, les actions du contrôleur ont été 
Limitées en alimentant les bioréacteurs de 2 litres avec des mélanges (azote l air) et 
(oxygène / air) plutôt qu'avec des gaz purs. La composition des mélanges était ajustée 
manuellement tout au long de la culture- La composition globale du mélange gazeux à 
l'entrée du bioréacteur pouvait ainsi s'adapter a l'évolution de la demande en oxygène 
sans nécessiter d'actions brusques de la part du contrôleur. 
Pour chaque bioréacteur, le pH, la concentration en oxygène dissous 
(DO) et en C a  du gaz de sortie ont été mesurés en continu (pH et DO) ou 
ponctuellement ( C a ) .  Toutes les sondes à pH (Cole Parmer, Phoenix electrode Co., 
modèle A773593) et à oxygéne dissous (Sonde poIaromebique hgold) ont été caii'brées 
avant autoclavage pour chaque culture. Les sondes à oxygène dissous ont été calibrées 
avec de l'azote (O %) et de l'air (100 %). Cet étalonnage s'est révélé stable tout au long 
de la cuitme pour Ies 5 sondes testées (variation de moins de 3 % entre le début et la 
fin). Les débiûnètres gazeux et l'analyseur de CO2 @osemount analytd, modèle 870) 
ont également été caliirés avant chaque culture, 
4.4. PRODUCTION D'EMBRYONS SOMATIQUES 
4.3-1- 1, Inoculum constitué de cellules 
La supension celiulaike obtenue selon le protocole décnt au paragraphe 
4.2-12 a été filtrée successivement sur trois tamis de 1000,210 et 50 pn et rincée avec 
une solution de sucrose à 20 g.l-1. Les cellules retenues sur le filtre de 50 Fm ont été 
remises en suspension dans du d i e u  de production stériiïsé par autoclavage (121 OC, 
1x105 Pa, 15 min). 
Le procédé d'inoculation des bioréacteurs et des flacons a été conçu 
pour que l'inocuium représente 10 % du volume total de la culture après inoculation. En 
conséquence, la densité cetlulaire de l'inoculurn doit être dix fois supérieure à celie que 
l'on veut obtenir dans le bioréacteur (ou le flacon agité). Par exemple, pour obtenir une 
densité d'inoculation en cellules de 10 g.1-1 (matikre humide) dans un bioréacteur de 2 
Litres (volume utile de 1,8 litres), I'hocdum sera composé de 18 g de cellules remis en 
suspension dans un flacon Erlemneyer de 500 ml, pour obtenir un volume final de 180 
ml (densité cellulaire de I'inoculum : 100 g.1-1). 
4-9.1.2. Inocdum constirue d km brvons globulaires 
Les embryons globulaires obtenus selon le protocole décrit à la sous 
section 4.2.2 ont été remis en suspension, à la densité d'inoculation choisie multipliée 
par 10, dans du d e u  de production stérilisé par autoclavage (1 xloS Pa, 15 min). Par 
exemple, pour obtenir une densité d'inoculation finale en embryons de 10 g.1-' (matière 
humide) dans un bioréacteur de 2 litres (volume utile de 1,8 litres), 18 g d'embryons ont 
été prélevés sur le filtre de 50 pm et remis en suspension dans un flacon Erlenmeyer de 
500 ml pour obtenir un volume nnal de 180 ml. 
Le protocde de préparation du milieu de production pour les cultures en 
bioréacteur est le suivant r une solution contenant les sels minéraux et les vitamines a 
été préparée en multipiïant par deux toutes les concentrations Son pH a été ajusté à 5 3  
à l'aide d'une solution concentrée de KOH. Elle a ensuite été stérilisée par filtration 
de filtration Mïllïpak de 0.22 pm, Miilipore Inc.). Une solution de sucrose a été 
préparée en multipliant par deux Ia concentration puis eiie a éte stérilisée par 
autoclavage (121 OC, 1 x1 o5 Pa, 30 min.). 
Pour les bioréacteurs de 2 litres, 800 ml de chacune de ces solutions de 
sucrose et de sels ont été traamasés dans le bioréacteur par gravité. L'inocuium (180 
ml) a ensuite été transvasé à son tour par gravité, pour obtenir un volume final d'environ 
1,8 litre. Pour les bioréacteurs de 5 litres, 2250 ml de chacune des solutions de sucrose 
et de sels ont été transvasés dans le bioréacteur par pompage. L'inoculurn (500 ml) a 
ensuite été transvasé à son tour par gravité, pour obtenir un volume final d'environ 5'0 
Iiîres- 
Simultanément à chaque culture en bioréacteur, 4 cultures en flacons 
Erlenmeyer de 500 ml (volume utile de 250 ml) ont été menées en utilisant le même 
inocuIum. Les flacons idenifiés "F-r" (mêmes conditions que le bioréacteur) 
contenaient 225 ml du même milieu utilisé pour la culture en bioréacteur stérilisé par 
filtration. Les flacons identiftés CCFFt'7 (flacons témoins) contenaient 225 ml de milieu de 
production stérilisé a l'autoclave (12 1 OC, 1 x los Pa, 15 min). 
Les quatre flacons ont éte Uioculés avec 25 ml du même ùioçulum utilisé 
pour le bioréacteur puis ils ont été placés dans I'obscurité à 26°C sur un agitateur rotatif 
à 120 rpm. Un des flacons de la séne "F-r" a été équipé d'une sonde à oxygène dissous 
stérile (Ingold, France) afin de suivre l'évolution de ce paramètre au cours de la culture. 
4.5. ANALYTIQUE 
Des prélèvements ont été effectués sur les flacons et les bioractcteurs 
tous les 1 à 3 jours selon les cultures. La concentration en embryons, le pH, la 
conductivité, la concentration en biomasse sèche, ainsi que les concentrations 
résiduelies en ions et en sucres du milieu de culture ont été déterminés pour chaque 
échantillon, 
La concentration en embryon a été mesurée en plaçant 1 ml de la 
suspension prélevée (après dilution lorsque nécessaire) sur une boite de pétri dans le 
fond de laquelle des m e s  ont été tracées pour faciliter le comptage. Les embryons ont 
été comptabilisés par observation de la suspension embryonnaire au microscope 
(Olympus modèle CK2, objectif EF, OJ2 - grossissement finai x 10). Trois comptages 
ont été effectués pour chaque prélèvement. 
La concentration en embryons torpilIes (embryons d'apparence normale 
ayant des cotylédons bien Msibles et une forme ailongée) ainsi que la concentration en 
embryons germés (apparition d'une racine avec de grosses cellules translucides) ont été 
mesurées lors de chaque prélévement. La concentration en embryons globulaires a été 
déterminée lors du premier et du dernier écbantillonage (récolte des embryons). La 
concentration en embryons coeurs a été mesurée lors du dernier échantiionage 
seulement. 
Le pourcentage maximal de germination en bioréacteur (PG) et le 
pourcentage de conversion des embryons globulaires en embryons torpilles (PC) ont été 
calcuiés selon les équations 3-1 et 3-2 : 
oa G représente ta concentration en embryons globulaires, C la concentration en 
embryons cordifornies, T la concentration en embryons torpilles et P la concentration en 
plantules (embryons germes) de la suspension. 
Un volume de 1 ml de l'echantüion a été prélevé et centrifugé pendant 2 
minutes- Le surnageant a été éliminé et les ceildes ont été remises en suspension dans 
une solution de rinçage (tampon citrate 0,l M à pH 4,s (solutions de citrate de sodium à 
29 gl-' et d'acide cihique à 21 gel-' mélangées jusqu'à obtenir un pH de 4,s) contenant 
10 g.l-' d7EDTA et 20 g-1-' de sucrose). Les ceUules ont alors été centnfûgées une 
nouvelle fois et le surnageant éliminé- 
Les cellules ont été remises en suspension dans une solution 
enzymatique afin de dissoudre leur paroi pecto-cellulosique et de désagréger les amas 
cellulaires. La solution enzymatique était composée de la solution de rinçage contenant 
5 mg-ml-' de ceildase (16 unités enzymatiques par mg, Sigma) et 16 jtl.ml" de 
pectinase @ectioase d7Aspergiiius niger, 365 unités enzymatiques par ml, Sigma). Les 
cellules ont été remises en suspension dans cette soIution jusqu'a obtenir un volume 
final de 5 ml. 
Elles ont ensuite été transférées dans un flacon Erlenmeyer de 25 ml et 
placées sous agitation (100 qm). Toutes les 20 minutes, la suspension a été aspirée à 
l'aide d'une pipette puis replacée dans le flacon à plusieurs reprises. Cette opération 
permet de détacher des cellules situées à la périphérie des amas et de mettre en contact 
les cellules situees immédiatement en dessous avec la solution enzymatique. L'opération 
de digestion enzymatique a été poUiSUiw*e jusqu'a l'obtention d'amas cellulaires d'au 
maximum 5 cellules. 
Ces cellules ont ensuite été centnfiigées et la solution enzymatique 
éLiminée. Elies ont enfin été remises en suspension dans la solution de rinçage jusqu'à 
un volume ha1 précis pour atteindre une concentration en cellule confortable en vue du 
comptage (de i'ordre de 5 x lo4 cellules par ml). Les cellules ont été dénombrées à 
l'aide d'une cellule de comptage (Fushs-Rosenthal ultraplane, Hausser Scientific) et 
d'un microscope (Olympus modèle CK.2 - grossissement f i a l  ~100)- Trois comptages 
ont été effectués pour chaque prélèvement. 
Après que le pH (pH mètre ~ccumet@ modèle 805MP, Fisher) et la 
conductivité (sonde à conductivité ATC, OaklonTM) de I'échantiiIon aient été mesurés, 
un volume connu de la suspension a été filtré sous vide (Papier filtre Whatmann type 42 
prépesé). Le filtrat a été congelé en vue de la mesure des concentrations résiduelles en 
ions et en sucres- Le matériel végétal retenu sur le filtre a été rincé à I'eau distillée et 
placé à l'étuve pour déterminer le poids sec (80°C, 24 h). 
Les concentrations exîraceLlulaires en sucrose, glucose et fructose ont 
été déterminées par chromatographie liquide à haute performance (HPLC, Pompe 
Waters modèle 60004 injecteur automatique Gilson modèle 23 1/40 1, détecteur à indice 
réfiactométnque Gilson modèle 132, Chauffe colonne Mandel Technology modèle 
7980, Intégrateur Hewlet Packard modèle 339410). La phase mobile, constituée d'eau, 
était pompée au débit de 1.0 m l m i i 1  dans la colonne (I3ioradg HPX-87C, Biorad 
Aminex) maintenue a 80°C- Le volume d'injection était de 20 pl- 
Les concentrations du milieu de culture en anions (NOf, P04*-, Cl-, 
S O ~ ~ - )  et en cations @EL++, ca2+, Kr, Na+, M& ont été analysées par chromatographie 
ionique- Le système de chromatographie, constitué d'me pompe, d'un injecteur 
automatique et d'un détecteur électrochimique opéré en mode conductivitk (Dionex) 
était contrôlé par le logiciel Dionex AI-450- 
Les étaient séparés sur une colonne de 4 x 250 mm (IONPAC 
AS4A-SC, Dionex) équipée d'un supresseur anionique @ionex, ASRS-1). La phase 
mobile était constituée d'une solution tampon de bicarbonate de sodium (1,8 mM 
Na2C03 et 1,7 mM NaHC03) pompée au débit de 2'0 ml~nin~'. Les cations étaient 
séparés sur une colonne de 4 x 250 mm (IOJWAC CS-12, Dionex) équipée d'un 
supresseur cationique (Dionex, CSRS-1). La phase mobile était constituée d'une 
solution d'acide méthasuifonique (20 mM) pompée au débit de 1,O ml.min-'. 
4.6. MESURES RESPIROMÉTRIQUES 
Le taux de consommation en oxygène (OUR pour "Oxygen Uptake 
Rate") des cultures a été estimé en posant que le procédé est en régime pseudo- 
stationnaire vis-à-vis du traosfert d'oxygène en raison des taux de respiration fables des 
cellules végétales. De ce fait, si on pose que la variation de la concentration en oxygène 
dissous @O) en fonction du temps est négligeable, le transfert de masse de !'oxygène 
est décrit par les équations suivantes: 
avec OTR représentant le taux de transfert de l'oxygène (mmolel-'a'), DO la 
concentration en oxygène dissous dans la phase liquide (mmole-1-'), DO* la 
concentration en oxygène dissous dans la phase liquide à saturation et a I'éqwli'bre avec 
la phase gazeuse (mmole-lm') et kia le coefncient de transfert en oxygène du bioréacteur 
@-I l -  
Le kla des cultures en bioréacteur de 2 Litres a été évalué en fonction du 
volume de culture, en supposant que la viscosité du milieu varie peu du début à la th dé 
la culture et d'après l'équation 3.5 développée par D. Aubry (1996) pour les conditions 
expérimentales décrites plus haut (aération de slirface 0,15 l&-', agitation de 60 rpm 
et température de 26°C): 
Avec V représentant le volume (i) de culture dans le bioréacteur. Le k[a en 
flacon agité de 500 ml a eié M u é  à 10 h-' (Aubry 1996) pour les conditions expérimentaies 
décrites plus haut (Flacon de 500 ml avec 250 ml de milieu, agitaîïon de 120 rpm a 
température de 26OC). Le Içla en bioréacteur de 5 litres a été évalué à 0'9 h-' (Aubry 1996) 
pour les conditions expérimentales décrites plus haut (aération de SUiI,ace 0,45 1-mis“, 
agitation de 60 rpm et température de 26°C). 
Le pourcentage volumique de Ca contenu dam ie gaz de sortie du 
bioréacteur a été mesuré a l'aide d'un analyseur de C a  (Rosemount analytical, modèle 
870). Le taux de production de C a  est calculé à partir de la différence entre la 
concentration en C a  du gaz d'alimentabon du bioréacteur et ceiie du gaz de sortie. La 
concentration dans le gaz d'alimentation est caIculée en posant que l'air contient 0,03 % 
de C a  et que l'oxygène et l'azote n'en contiennent p. 
Le taux de production de COz (CPR pour "Ca Production Rate") a été 
évalué selon les équaiïons en supposant que le transfert du C a  entre la phase 
liquide et la phase gazeuse est en pseudo-équilibre: 
Q x (CS mr - C a  h) 
CTR = V, x 0,0246 = CPR 
avec K02, la concentration en CO2 dissous dans la phase liquide (%), CTR, le taux de 
transfert du C a  (mmole.l~'.h~'), Q, le débit volumique total de gaz (1.h-'), COt ,L et 
COzk le pourcentage volumique de CO1 dans les gaz de sortie et d'entrée 
respectivement (%), et Vdl le volume de culture O). Le facteur 0,0246 correspond au 
volume 0) d'une m o l e  de C a  à 1 atm. et 26°C- 
4.7, ENCAPSULATION DES EMBRYONS SOMATIQUES 
A la £in de la phase de production, une partie des embryons torpilles ont 
été récoltés et rïnçés stérilement à l'aide d'une solution de sucrose à 20 g.1-' sur un 
tamis de poiypropylène de 500 jm. Ces embryons ont ensuite été encapsulés selon la 
méthode décrite par C.  Bazinet en 1994 qui est résumée ci-après. 
Les embryons ont été dispersés a l'aide d'un agitateur magnétique dans 
une solution d'alginate à 1 % (Sigma, 14000 cps) préalablement autoclavée (15 min, 
121 OC, l x  lo5 Pa). Le mélange a ensuite été aspiré par une pompe péristaltique dans un 
capillaire en Téflon, Chaque embryon entouré d'alginate forme alors une gouttelette qui 
se solidifie lorsqu'elle entre en contact avec m e  solution stérile de 50 pM de CaCb. Les 
billes ainsi obtenues sont maintenues 20 min. sous agitation dans la solution de CaC12 
pour permettre une gélification complète- Toutes ces opérations sont effectuées en 
conditions stériles, 
4.8. ESSAIS DE GERMINATION 
Lors des prélèvements, une dizaine d'embvons torpilles ont été placés 
stérilement sur des boites de pétri contenant du milieu B5 (composition en annexe 2) 
dilué de moitié et additionné de 8 gel-' d'agar (Sigma). Ces boites ont ensuite été placées 
dans une étuve obscure à 22°C pendant 2 semaines. Le nombre d'embryons germés a 
dors été mesuré, de même que le nombre de feuiIIes vraies et les éventuelles 
anonnalités - 
Les embryons encapsulés ont été placés stérilement dans des tubes de 
culture remplis de soi reconstitué ( M i s )  stérile humidifié avec du milieu B5 f lué de 
moitié- Ces tubes ont été placés sous lumière naturelle avec des cycles jour / nuit à 
20°C. Lors des premières semaines, du milieu a été rajouté dans chaque tube afin 
d'alimenter les plants jusqu'àt ce qu'fis deviennent autotrophes. 
Par la suite de l'eau distillée a été rajoutée chaque semaine afin de 
compenser l'évaporation- Les jeunes piantules qui possédaient 4 feuilles vraies et plus 
ont dors été ~ c é e s  et transférées dans du terreau non stéde pour pourmïwe leur 
développement- 
5. RÉSULTATS ET DISCUSSIONS 
5.1. SYNCHRONISATION DE LA PRODUCIION D'EMBRYONS 
JE PRODUCTION -IJE 
Les premiers travaux effectues dans le cadre de ce projet de recherche 
s'inscrivent en continuité d'uecte des t r a .  de Luc Lavoie (1997)- Les 10 premières 
cultures en bioréacteur (cuvées B 1 à B8 ainsi que B 14 et B 16) ont été opérées selon le 
procédé de production décrit dans son mémoire, avec une étape supplémentaire de 
filtration de I'inoculum (voir section suivante). 
En accord avec ses condusions la concentration en du d i e u  de 
production a été augmentée de 2 a 15 mM pour toutes les cuvées afin de maximiser la 
production d'embryons. 
Le procédé de production des embryons somatiques utilisé lors des cuvées 
B2 a B8, B 14 et B 16 est résumé à la figure 5.1. Ce mode de production est largement 
décrit dans la littérature et sera référé dans la suite du texte comme étant le procédé de 
production classique. 
Les suspensions cellulaires ont ét6 tamisées afin d'éliminer les cellules non 
embryogenes (CNE) (voir paragraphe 3-4.1.1). Cette étape permet également de 
se~ectiomer les masses proembryo~aires selon leur taiiie pour améliorer la 
synchronisation de la production d'embryons. Pour ce faire, les cellules ont été filtrées 
successivement sur plusieurs tamis de grosseurs de maille dicroissantes (1000,210 et 50 
pm successivement). Les cellules retenues sur le filtre de 50 p m  ont été remises en 
suspension dans le milieu de production à raison de 10 g.l" de matière humide (soit 
environ 0.6 gg.1-' de matière sèche), en flacon agit6 ou en bioréacteur. Toutes les cultures 
ont été effectuées en cuvée, 
Culture des ceIIdes 
embryogènes 
4 a 5 semaines 
one Production asynchr 
des embryons 
Figure 5.1: Représentation du procédé de production classique. 
Les principaux résultats obtenus en mode de production classique sont 
présentés en détails à l'annexe 3. Le tableau 5.1 présente les résultats moyens de ces 
cuvées (moyenne de 5 cuvées en bioréacteuts de 2 litres, 10 cuvées pour la série F-r et 
12 cuvées pour la série F-t). Seuls les embryons torpilles apparemment normaux ont été 
comptabilisés. Le nombre d'embryons torpiiles, les productivités, les taux de croissance 
et les rendements de production ont tous été déterminés au temps d'apparition des 
premiers embryons germés. L'intervalle statistique indiqué représente l'écart type 
moyen- 
Tableau 5.1: Résultats obtenus p u  la m6thode de production ciassique. 
Bioréacteurs de 2 1 Fiacons agités Flacons agités 
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Les cuvées B2 à B8 ont Cté inoculées avec la lignée cellulaire SP développée 
par Luc Lavoie lors de ses travaux La souche est ici désignée sous le code SP29 car le 
callus avait été repiqué 29 fois depuis son initiation, c'est-à-dire qu'if avait été maintenu 
en culture sur gélose près de 3 ans. Le tableau 5.1 indique que le nombre maximal 
&embryons obtenu pour ces cuvées est en moyenne de 53 k 13 embryons torpilles (ET) 
par ml contre 250 f 20 ET.&' lors des travaux de Luc Lavoie (mêmes conditions 
expérimentales, lignée SP 1). 
Le potentiel embryogéne de la lignée SP a donc considérablement diminué 
au fil des sous-cultures, phénomène largement decrit dans la üttéiahire (voir paragraphe 
2.3.3.4) et qui serait du à un avantage sélectif des cellules non embryogènes (CNE) par 
rapport aux cellules embryogènes (CE) en présence de 2.4-D (Smith et Street 1974). 
Bien que la productivité en embryons soit à peu près identique pour les 
cuvées en flacons et en bioréacteurs (tab. 5.1: en moyenne 1,9x103 ~~. l - ' . j '% les cuvées 
en fiacons (séries F2 à F8) ont produit 32 % et 54 % moins d'embryons torpilles que les 
bioréacteurs (soit 36 ~ ~ m 1 - l  et 24  ET.^-' pour les séries F-r et F-t respectivement 
contre 53 ~ ~ m 1 - l  en bioréacteur). 
Ces résultats tiennent surtout au Eait que la germination en culture des 
embryons a lieu plus tôt en flacon qu'en bioréacteur (germination à 19 jours en moyenne 
pour les flacons contre 32 jours pour les bioréacteurs). La germination en culture des 
embryons torpiiies provoque l'arrêt du développement des autres classes d'embryons et 
bloque la cunversion des embryons meurs en embryons torpilles (voir chapitre 
5.1.1.3 -2). 
La productivité en biomasse sèche @S pour Poids Sec) est 3 à 4 fois 
supérieure en flacons par rapport aux bioréacteurs (soit 0,45 g PS.~? jL, 0'60 g PS-~'.J' 
-1 0-1 et 0'16 g PS.1 .J pour les cuvées F-r, F-t et les bioréacteurs respectivement). Ces 
données sont appuyées par les taux de croissance spécifique en biomasse sèche (f) qui 
sont également supérieurs en flacons (0,l8 j" contre O , O ~  J' en bioréacteurs). 
La notion de qualité des embryons f ~ t  ici référence à leur capacité à germer 
correctement après la récolte et à produire des plants vigoureux possédant les mêmes 
caractéristiques morphoIogiques que les individus issus de graines. 
L'observation microscopique de la suspension embryonnaire en fin de 
culture révèle un mélange de cellules non embryogènes, d'embryons à tous les stades de 
développement et de jeunes planîuies (embryons germés). Malgré les essais de filtration 
de I'inoculum, le développement des embxyons en mode de production classique reste 
donc totalement asynchrone- De plus les embryons torpilles produits comportent de 
nombreuses anonnalités (fig. 5.2). On rencontre notamment beaucoup d'embryons en 
amas ou possédant un nombre anormal de cotylédons. Ces embryons de mauvaise 
qualité produisent des plants anormaux qui ne sont pas viables à long terme. 
Les essais de germination sur gélose ont démontré que 100 % des embryons 
récoltés sont capables de produire une plantule. Les plants produits avaient cependant 
une apparence anormale car ils possédaient de très nombreuses tiges et racines. Ce 
phénomène peut étre dû soit à des anonnalités chromosom*ques~ soit au phénomène 
d'embryogenèse secondaire. De nouveaux embryons se forment alors à la surtàce de 
l'embryon récolté. En germant, ils donnent Pirnpression d'un enchevêtrement de tiges et 
de racines provenant toutes du même embryon. Dans ce cas, il est très difficile de savoir 
qui de l'embryon récolté ou des embryons adventifis a effectivement germé. 
5-1.1.3. RésuItclfs îmiuues: cuvée B8 
5.1.1 -3.1. Qualité de I'inocuIum --*-.-*.--*.------ ***---*-.*-.-----.----~---*.*. 
L'observation de I'inoculum au microscope permet d'evaluer le pourcentage 
de cellules embryogènes qui le composent. Ce pourcentage est dinaement 
proportiomel au potentiel embryogène de la suspension cellulaire et indique donc la 
qualité de I'inoculum. 
Figure 5.2: Exemples d'anormalités obsetvées chez les embryons produits in vr'tro. 
A: Embryon torpille normal; B: Embryon torpüie a quatres cotylédons; C: Embryons torpilles avec 
cotytédons en corolle. (ia barre représente 100 pm)- 
Au microscope, les CNE sont très nettement discemables des CE de par 
leurs différences morphologiques marquées. Les CE ont toutes les caractéristiques des 
cellules indifférenciées que l'on rencontre dans les méristèmes primaires des plantes 
(bourgeons et apex racinaires) et dans les tissus embryonnaires. Ce sont de petites 
cellules rondes très peu vacuolées qui possédent un cytoplasme important et un gros 
noyau. Cultivées en milieu liquide, eues sont organisées en amas denses d'une vingtaine 
de cellules appelées masses proembryonnaires @iPE - fig 5 - 3 3 .  
Les CNE au contraire ont des caractéristiques de cellules différenciées, 
comme les ceildes parenchymateuses. Ce sont de grosses cefides dong& possédant 
un cytoplasme peu important a dont la majorité de L'espace intraceUuIaire est occupé 
par de grosses vacuoles. Cultivées en &eu liquide, on les retrouve le plus souvent 
isolées ou en amas de 3 à 5 cellules au plus (fig* 5.3I9. 
Ces différences morphologiques sont accompagnées de différences de 
densité qui compliquent les opérations de tamisages. Les CE, plus denses que les C M ,  
forment à la sufice des filtres des couches denses de cellules qui rendent les opérations 
de tri particulièrement diciles. De plus, les MPE sont à peu prés de la même taille que 
les grosses CE isolées ,ce qui rend leur séparation impossible sans avoir recours à des 
gradients de densité mazinet 1994). 
Dans le cas de 88, i'obsewation de l'inoculum au microscope a révélé que, 
même après filtration, près de 70 % des cellules étaient de nature non-embryogène. Le 
tamisage des suspensions cellulaires avant l'inoculation du milieu de production ne suffit 
donc pas a éliminer les CNE à sélectionner les MPE. 
Figure 5.3: Inocula ceiïulaires. 
1) [noculurn issu de la Lignée SP29. II) InocuIum issu de la Lignée FP95. A: Cellules non embryogtnes; B: 
celluies embryog&nes. (La barre représente 50 pm). 
La figure 5.4.A présente k pronl d'apparition des dinerentes dasses 
d'embryons au cours de la a i l w e  B8. Les données relatives au nombre d'embryons 
torpilles a germés proviennent des comptages effectués lors des différents 
échantillonnages. Le nombre d'embryons globulaires et coeurs a été estime à partir du 
moment de leur apparition dans le Müeu de culture et du pourcentage de chaque classe 
d'embryon mesuré lors du dernier échantillonnage. Le mode d'estimation est décrit en 
détail à l'annexe 5, 
La cuvée B8 est totaiement asynchrone, c'est-à-dire que les différents stades 
du développement sont tous présents en même temps dans le milieu de culture. La 
production d'embryons torpilles est maximale au bout de 3 semaines de production 
(I+21). La culture est alors composée de 53 % d'embryons globulaires (EG), 23 % 
d'embryons cordiformes (EC) et seulement 15 % d'embryons torpilles d'apparence 
normale (ET). On dénombre égaiement 8 % d'embryons torpiiies anormaux soit un 
pourcentage d'anormalité de 50 %. A I+35, 86 % des embryons torpilles ont germé, ce 
qui fait passer le nombre d'embryons torpilles normaux à seulement 3 % du nombre 
total d'embryons en dture.  
La conversion des MPE en EG, des EG en EC et des EC en ET a Iieu en 
même temps comme c'est aussi le cas lors des travaux de Cazailino et col. 1989, 
Ducos et coi. 1993, Hari 1979 et Huang et col- 1992. 
La conversion des EC en embryons torpilles (ET) cesse des que les premiers 
embryons gennés apparaissent dans le milieu de culture. De même, la conversion des 
embryons globulaires en embryons coeurs n'est pas complète. Ainsi, au dernier 
échantillonnage (I+35), la suspension embryonnaire contient 55 % de EG et 22 % de EC 
qui n'ont pas complété leur développement- 
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Figure 5.4: R ~ u î t a b  de production de la cuvée BI) 
(M6tbode classique, biomctcur, inoc 10 g.rl ). 
Ces blocages du développement embryonnaire ont été largement décrits 
dans la Littérature et semblent aller de paire avec tout mode de production asynchrone- 
Ducos et collaborateurs (1993) ont par exemple rapporte qu'au bout de trois semaines 
de culture, seulement 5 % des embryons produits étaient au stade torpille' et ce aussi 
bien en flacons agités qu'en bioréacteurs. 
La qualité des embryons produits est très médiocre. On rencontre 
notamment beaucoup d'embryons en mas ou possdant un nombre anormal de 
cotylédons. En fi&, plus de 50 % des embryons matures fonnés ont une apparence 
anormale. Rappelons que seuls les embryons d'apparence normale ont été comptabilisés 
comme étant des embryons torpüles. Les mrbqons torpilles fonnés lors de la cuvée B8 . 
ont de 1 à 2 mm de long, soit 4 à 8 fois plus que les embryons zygotiques de carotte au 
même stade de maturation (qui mesurent environ 200 pm de long d'après les travaux de 
Smith en 1989, qui confirment nos propres mesures). 
Cette particularité des embiyons cultivés avait deja été notée en 1989 par 
Carman, chez le blé. Cette taille anormale serait due à une vacuolisation des cellules 
embryonnaires provoquant une élongation prématurée des embryons- De même, les 
embryons de carotte obtenus lors des travaux de Moile et col. (1993) mesuraient de 400 
à 2000 pm de Long soit 2 à 10 fois plus que des embryons qgotiques au même stade de 
maturation. 
5.1, I -3 -4. Profii de croissance de la biomasse .- ___- *-_--***-_------------------------------------- -------- --_----------- 
Lors d'une culture de cellules, on peut mesurer l'augmentation de la 
biomasse de deux manières soit en suivant l'évolution du poids sec ou en mesurant la 
concentration cellulaire. En culture de cellules bactériennes, ces deux paramètres de 
culture sont souvent directement proportionnels. Cependant, c'est loin d'être la cas en 
culture de cellules de plantes, notamment lorsqu'on étudie des cellules embryogènes. 
Chez les bactéries en phase de croissance exponentielle par exemple, la taille 
des cellules est consenée au fil des générations. Le doublement du nombre de cellules 
est donc automatiquement accompagné par un doublement du poids sec. Avant la 
division, la taille de la d u l e  mère double de façon à ce que, après la division, chaque 
cellule filie ait une taille identique à celle de la cellule initiale. Lors du processus 
d'embryogenèse par contre, les cellules se divisent sans que la taille de la cellule mère ait 
doublé au préalable. 
On assiste donc a une réduction drastique de la taille des cellules de 
l'embryon au cours de son développement de sorte que les cellules d'un embryon 
torpille sont beaucoup plus petites que n'importe quelle cellule de plante adulte 
(Ammirato et col. 1987). Dans le cas de la capselle (Cqsello hursqastoris) par 
exemple, les cellules composant les tissus reproducteurs ont un diamètre moyen 
supérieur à 100 pm dors que celui des cellules composant l'embryon torpille est 
d'environ 10 pm (d'après photos de Raven et col. 1 99Zd) 
Ce phénomène implique que le poids sec et la concentration en cellules 
d'une culture de cellules embryogènes sont des mesures fondamentalement différentes et 
complémentaires. Idéaiernent, il faudrait suivre l'évolution de ces deux paramètres tout 
au long de la culture. En pratique, il est presque irnpossib,le de mesurer avec précision le 
nombre de cellules composant une suspension embryonnaire quant on a dépassé le stade 
ME'E. 
On a vu à la sous-section 4.5.2 qu'il faut désagréger les amas cellulaires afin 
de pouvoir compter les cellules qui les composent. Pour ce faire' on place les agrégats 
au contact d'une solution enzymatique qui digère partiellement la paroi pecto- 
cellulosique qui lie les cellules entre eues. Cependant, si on laisse les cellules trop 
longtemps au contact des enzymes, on obtient des protoplastes (cellules nues sans paroi 
pecto-cellulosique) qui se fusionnent, rendant le comptage impossible. Lorsqu'on veut 
déterminer le nombre de cellules composant un amas dense (comme des embryons), il 
faut donc travailier par étapes successives, d b h e r  progressivement les celiules de Ia 
surface de Pamas et les compter au fiir et à mesure de I'opération. Ainsi, la mesure du 
nombre de cellules d'un échantillon contenant des embryons torpilles peut prendre 
jusqu'à trois jours. 
De ce fait, d e  les concentrations en cellules non embryogènes et en 
cellules composant les MPE ont été mesurées lors des échantillonnages. Au delà du 
stade MPE, la concentration en cellules embryogenes a etC estimée en multipliant les 
concentrations de chaque classe d'embryons par le nombre moyen de cellule de cette 
classe d'embryon (par exemple: (concentration en EG x nombre moyen de celiules des 
EG) + (concentration en EC x nombre moyen de celiules des EC) + etc). 
Les nombres moyens de cellules pour chaque classe d'embryons ont été 
mesurés lors de la récolte du réacteur (I+35) et sont présentés au tableau 5.2. Ces 
mesures ont porte sur des échantiUons de 100 embryons ou plus et ont été effectuées en 
tripiicats. L'intervalle statistique indiqué correspond à I'écart type moyen. 
La figure 5.4B présente l'évolution du nombre de cellules et du poids sec 
lors de la culture B8. L'inoculum est compos6 de seulement 33 % de cellules 
embiyogènes malgré l'opération de filtration qui devait é b e r  les CNE. En cours de 
culture, le pourcentage de CE au sein de la popdation cellulaire passe à 56 % a I+25 
puis retombe à 48 % à I+3S. Si on calcule le CIœu apparent (entre 1+0 et I+35) pour les 
deux types cellulaires on obtient 0'07 j-1 pour les CE et 0'05 j" pour les CNE. Les CE 
possèdent donc un avantage sélectifpar rapport aux CNE lors de B8. 
Tableau 5.2: Poids sec moyen et nombre de cdlules moyen des principaux stades 
embryonnaires @ignée FP29, mkthode de production classique). 
Stade Poi& sec moyen Nombre & cellules Poids sec estirni 
embryonnde de 1000 emb moyen de lo6 cel2uies 
CNE - - 0,84 mg 
MPE - 20 20 0,37 mg 
Globulaire (0,36 + %O9 ) mg 1000 k 500 0,36 mg 
Coeur (1,71 I 0,ll)mg 6000 f 600 0,28 mg 
Torpiiie ( 7,89 k 0,51) mg 36000 + 2000 0,22 mg 
Plantule ( 14,54 I 0,78 ) mg 40000 + 5000 0,37 mg 
L'accroissement du poids sec suit à peu près l'évolution du nombre de CNE. 
Ainsi, le poids sec d'un million de d u l e s  (CE + C E )  est à peu près conserve tout au 
long de la culture (0,63 mg à I N  et 0,60 mg à I+35, voir annexe 7). Ces résultats 
suggèrent que la taille globale des cellules (OIE + CE) est conservée tout au long de la 
culture. 
La figure 5.4.C présente L'évolution du taux de croissance spécifique en 
poids sec (C.) et du taux de croissance spécifique en celiuies (fU) en fonction du temps 
lors de la culture B8. pp et ont Cté caiculis selon les équations 5.1 et 5.2: 
Ou X représente la concentration en poids sec (gr1), C la concentration 
cellulaire (nb ce[-10') et f le temps 0). Notons que puisque le poids sec des CNE est 
proportionnel au nombre de CNE, F& = pe''CNECNE 
Ipu augmente de 0,Ol j-L à O,22 j-l entre I+4 et I+21 puis d i n u e  
rapidement pour atteindre une valeur presque nuiie à I+35. pœu- augmente lentement 
puis se stabEse a 0,15 j" (croissance exponentielle) de I+14 à I+2L pour ensuite 
diminuer progressivement. Le pp révèle un palier aux environs de 912 j-' de I+ll à 
I+18. Ce palier coïncide à peu près avec la période de croissance exponentielle des 
ceilules non embryogènes ou p C C U ~  = = 0,15 j? L'accroissement du poids sec 
semble donc presque exclusivement attribuable à l'augmentation du nombre de cellules 
non embryogenes dans le milieu. 
Figure 5.5: Graphique récapitulatif de la cuvée B8 
(Méthode ciassique, bioriicteur, inoc 10 g.l-' ). 
La figure 5.5 présente l'évolution des dinérents paramètres de culture au 
cours de la cuvée B8. Bien que la concentration résiduelle du milieu de culture en 
plusieurs ions ait été déterminée (Na-, ~ 0 4 ' ;  Cl; SOL ca2+, rIC, Na', ~ g ~ + ) ,  
seules les concentrations en Na; N&+ et PO? sont présentées. Ce sont en effet les 
ions dont la fonction métabolique est la plus connue. Les ions nitrates et ammonium 
fournissent aux ceilules l'azote entrant daas la composition des protéines. des 
nucléotides a des coenzymes alors que le ~ 0 2 -  entre dans la composition de tous les 
intermédiaires aiergétiques de la ceilules (An,  molécules phosphorylées, etc), des 
acides nucléiques et des phospholipides des membranes cellulaires (Raven a col. 19923. 
Les autres ions, bien qu'absolument nécessaires dans le milieu de culture, 
ont des fonctions moins bien connues a ne seront donc pas présentés ici. On peut 
cependant signaler que les concentrations en Cl- et K' duninuent très lentement dans le 
milieu de culture pour l'ensemble des cuvées ce qui avait déjà été le cas lors des travaux 
de Archambault et col. (1994) et Lavoie (1997). 
Le pH du miiieu de culture reste a peu près stable à 5,2 jusqu'à l'apparition 
des premiers embryons germés (Ml). Dès que la germination commence. le pH 
augmente jusqu'à atteindre 6,O à 1+35. De même, on observe une chute bmsque de la 
conductivité à I+21, certainement due à la brusque disparition du et NO3-- Il n'est 
cependant pas possible de dégager de tendances nettes quant à l'évolution des taux de 
consommation spécifiques au cours de la culMe (voir annexe 7). On notera néanmoins 
que le taux de consommation spécifique du NO; par rapport aux cehies (qCNO3) est 
toujours supérieur au taux de consommation spécinque en (rapport qCWQ / qcW 
supérieur à 1). 
La figure 5SB présente les principaux résultats respiromeaiques enregistrés 
lors de la cuvée B8. La concentration en oqgene dissous est stable à 21 * 3 %. Les 
résultats d'une étude d'Archambault et collaborateurs (1994) utdisant des cellules 
d'EschschoI~na ca2ifomïca a démontré qu'une DO de 20 % assurait une production et 
une qualité maximales des embryons somatique dans des conditions expérimentales 
similaires à celles utitisées ici. 
Le pourcentage de C a  dans le gaz en sortie du bioréacteur oscille autour 
de la valeur 0,07 % de Z+O à I+lZ puis augmente jusqu'à atteindre 0,15 % à I+35 Le 
taux de production de C a  (CPR) et le taux de consommation en oxygéne (OUR) sont 
stables à e n d n  0,10 ~ M K '  jusqu'à I+25. A partir de I+25, le OUR augmente tres 
rapidement jusqu'à atteindre 0,42 &Y' a I+ 27 puis diminue pour se stabiliser aux 
environs de 0,20 ~ M . Y '  à partir de I+32. Le CTR augmente progressivement de I+25 à 
I+35 jusqu'à atteindre 0,25 mM.h-'. 
Le quotient respiratoire (RQ = CTR I OUR) est très proche de 1 sur toute la 
durée de la culture, sauf à partir de I+25 (début de la germination en culture) où il 
diminue brusquement à Of. Il apparaît donc que l'apparition des embryons germés 
provoque une modification du métabolisme respiratoire de la culture. Cette modification 
du métabolisme est corrélée avec l'arrêt du diveloppement des embryons à partir de 
I+25 (fig- 5.4.A). 
Production et Svnchronisation 
Une série de cuvées en flacons agités (F8-r et F8-t) ont été menées 
parallèlement à la cuvée B8. La figure 5.6 présente le profil de production et de 
croissance de la culture en flacon agité F8-r (moyenne de deux flacons). 
Le nombre maximal d'embryons produits en flacons agités est 2 fois moins 
important que celui obtenu lors de la cuvée en b i o r é a c t e ~ ~  Ces résultats confirment 
ceux déjà obtenus chez la carotte avec le même bioréacteur -par Ardiarnbault et ses 
collaborateurs (1 995). 
La culture en flacons agités est totalement asynchrone puisque toutes les 
phases du développement embryonnaire se chevauchent. La couvemion des MPE en 
embryons globulaires et la conversion de ces derniers en embryons coeurs a Leu en 
même temps, de I+O a I+11. De même, le passage de  coeur à torpille a Lieu alors que les 
EG finissent leur conversion en embryons meurs (de I+11 à I+14). Enfin, à partir de 
I+18, la totalité des embryons torpilles germent. 
Le nombre total d'embiyons produits au cours de F8 est 32 ./O Serieur à 
celui obtenu lors de B8. De plus, le développement de 80 % des embryons produits est 
bloqué avant d'atteindre le stade torpille, ce qui se traduit par un pourcentage de 
conversion maximal des embryons globulaires en embryons torpilles de seulement 11 % 
contre 23 % lors de B8. Le pourcentage d'anormalité des embryons produits dépasse 
40 %, 
En flacons agites, l'apparition des différentes classes d'embryons a lieu 
beaucoup plus tôt qu'en bioréacteur. Par exemple. l'apparition des premiers embryons 
torpilles a lieu a I+4 en flacons alors qu'il faut attendre I+11 en bioréacteur. 
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Figure 5.6: Résultats de production de la cuvée Fbr 
N b t h o d t  classiaut, flacons agith, inoc. 10 e.1-' ). 
Celhrles embryogènes et non embgoeènes 
Le tableau 5.3 présente l'accroissement du nombre de celiules et les fU 
apparents ( p œ U ~  des CE et des CNE entre I+O a I+25 pour l& cuvées B8 et F8-r. Les 
valeurs relatives aux cellules non embryogenes sont issues de comptages alors que la 
concentration en ceuules embryogenes est estimée à partir des concentrations de chaque 
classe d'embryons et du nombre moyen de cellules par embryon (voir paragraphe 
5.1.1-3.4). 
Tableau 5.3: Concentrations cellaiaim lors des cuvées BS et Fa-r 
Conc. cellulaire poLaP 
(ivb 106 ce~.mr') ~9 
La concentration en celiules non embryogènes en fin de culture est 
nettement supérieure en flacon par rapport au bioréacteur puisqu'on obtient 5,3 x 106 
CNE.~I-~ au bout de 25 jours lors de B8 contre 10,O x 106 C N E . ~ - ~  en flacon agité sur 
le même intervalie de temps. Ainsi, alors que les CNE constituent 61 % des cellules de 
17inocuIum de départ, 25 jours après l'uioculation, elles représentent plus de 73 % du 
total des cellules pour la cuvée F8-r. En bioréacteur au contraire, le pourcentage de 
CNE au sein de la population dulaire passe de 67 % à 50 % lors des 25 premiers jours 
de la production 
Germination 
Fi y r e  5.7: Grriphique récapitulatif de la cuvée Fû-r 
(M6thode dusique, flacons agités, inoç 10 g.l-l ). 
Ces r u t a t s  démontrent que la prolifération des ceiiules non embryogenes 
est stimulée en flacon agité et inhibée en bioréacteur- Les figures 5.533 et 5-73  
montrent qu'en bioréacteur la concentration en oxygène dissous @O) est maintenue à 
20 % de la saturation de Pair alors qu'en flacons, la DO est toujours supérieure 20 %. 
Donc, dans les conditions expérimentaies utilisées ici, des valeurs de DO supérieures à 
20 % favorisent la prolifération des CNE (pœuqm = O, 10 j-9 dors qu'une DO de 20 % 
limite leur d ~ s i o n  (pccl[4m = 0,08 1'). Ces résultats confirment ceux obtenus chez 
fichschohria ~(11ifiomica par Archarnba.uk et col. (1994) qui démontrent que la 
production des ceiiules non embryogènes est beaucoup plus importante à 60 % qu'à 
20 % de DO. 
De même, la concentration en oxygène dissous inauence le développement 
des cellules embryogènes puisque pœ'14pCE = 0,10 j-1 en bioréacteur et 0,08 j" en flacons 
agités. Notons cependant que sur l'ensemble des cuvées effectuées en mode de 
production classique (tableau 5. 1)' la productivité en embryons est identique en flacons 
et en bioréacteurs. 
Ces résultats sont en accord avec les travaux de Kessel et C m  (1972) chez 
la carotte selon lesquels une DO supérieure à une valeur limite @Oh) favoriserait le 
développement des cellules différenciées (dans notre cas les CIE) alors que des DO 
inférieures à DOi, favoriseraient l'embvogenèse. D'autres auteurs ont décrit le même 
phénomène chez l'épicéa Qvaalen et col. 1991) et le blé (Carman et Campbell 1990). 
Tatcx de cro imce  ~~pe'cifiuue 
La figure 5.6.C présente I'evolution de pp et au cours de la culture 
F8-r. Le augmente progressivement de 907 j-' à 0,21 j-' de 1+4 à I+14 puis diminue 
pour atteindre 0,04 jo1 en fin de culture. La période d'augmentation du taux de 
croissance spécifique des ceiiules correspond à la période de croissance des embryons 
(formation des EC, EG et ET). On constate que Ira' diminue peu après que les premiers 
embryons germés soient apparus dans le milieu de culture, comme si le phénomène de 
germination inhibait la division cellulaire. 
Le pœO1 après 25 jours de cultures est à peu près identique en flacon et en 
b i o r d e u r  (0,09 j-') mais, dans le premier cos, Paccroissement du nombre de cellules 
concerne majoritairement des ceiiuies non embryogènes. Ceci est confirmé par le fait 
que le Cw est supérieur en flacon (à I+25. = 0,08 JI et 0. 13 j-1 pour B8 et F8-r 
respectivement) a que le nombre total d'embryons produits est 2 fois supérieur en 
bioréacteur par rapport rwr flacons agités (voir annexe 3). 
Par ailleurs, le poids sec moyen d'un million de cellules à la fin de la culture 
FS-r est plus de 2 fois supérieur a celui enregistre a la fin de B8 (1,54 mg et 0,60 mg 
respectivement), ce qui indique que les cellules sont en moyenne beaucoup plus grosses 
en Bacons agités (CNE majoritaires). 
Germination en culture 
Tout comme L'apparition des diémites  classes d'embryons a lieu plus tôt 
en flacon qu'en bioréacteur, le début de la germination en culture intervient 7 jours plus 
tôt lors de la cuvée F8-r qu'au cours de B8 (début de germination à I+18 et I+25 pour 
F8-r et B8 respectivement). Etant d o ~ é  que le développement embryonnaire cesse dès 
que les premiers embryons commencent à germer (voir fig. 5.6.4 L'arrêt des 
conversions à I+18), la germination précoce en flacon explique pour une bonne part le 
peu d'embryons torpilles produits lors de la cuvée F8-r. De plus, le pourcentage 
maximal de germination est 18 % supérieur en flacon agité oc la totalite des embtyons 
torpilles produits germent en culture contre 85 % en biorracteur. 
Les taux de consommation spécifiques des principaux nutriments par 
rapport aux cellules (qcN) lors de la cuvée F8-r sont presentés à I'annexe 8. Ils sont 
globalement identiques à ceux obtenus lors de B8, sauf en ce qui concerne qCm4 qui est 
légèrement inférieur en flacon Par exemple. au moment oii on atteint le nombre 
d'embryons maximum (à I+21 pour B8 et Kt14 pour F8-r), on obtient un qcm4 de 25 
pmole.j-'.(l~6ce~)-' pour ~8 et 12 pmole.j?(~~6ce~)-L pour ~ 8 - r -  Le rapport qCNH~qCN03 
reste cependant inf5rieur à 1 pour les deux cultures. 
Les rendements de consommation des nutriments par rapport aux cellules 
C~SN) obtenus en flacons sont globalement supérieurs à ceux observés en bioriacteur, 
sauf en ce qui concerne le M&+. Une DO supérieure a 20 % semble permettre une 
meilleure utilisation des nutriments. Notons que les pourcentages de CE et de CNE au 
sein de la population cellulaire sont très différents en bioréacteur et en flacons agités. II 
est donc difiticile de savoir si ces rendements supérieurs sont dus à une modification du 
métabolisme global des cellules ou si ces résultats sont dus à la proportion différente de 
CE dans la culture, 
5.1- 1.4. Conclusion 
En résumé, la fable productivité des cuvées effectuées selon le mode de 
production classique a la mauvaise qualité des embryons produits sont amibuables, 
d'une part, à la mauvaise qualité des inocula employés et, d'autre part, au manque de 
synchronisation du développement des embryons lors de la production. 
La lignée cellulaire SP29 est peu embryogène. Les suspensions cellulaires 
qui en sont issues sont composées majoritairement de cellules dinérenciées non 
embryogènes et de plus. ces cellules sont "habihiées", c'est-à-dire qu'elles n'ont plus 
besoin de 2.4-D pour se diviser- Cette habituation des cellules cultivées en présence de 
2'4-D pendant de longues périodes a, entre autre, été déaite par Smith et Street (1974). 
De plus, nous avons démontré que les CNE ont un avantage sélectif par rapport aux 
cellules embryogènes en flacons agites. Comme la phase d'initiation est effectuée en 
flacons agités, il en résulte que le nombre de CE (donc l'embryogénicité de la Iignée 
cellulaire) ne cesse de diminuer au fii des repiquages. 
Le tamisage de Pinoculum ne d i t  pas à synchroniser la production des 
embxyons- Ce manque de synchronisation semble être la cause de l'arrêt du 
développement des embryons immatures et contribue à produire des embryons de 
mauvaise qualité (pourcentage d'anormalités élevés d t d e  importante). De plus, la 
germination en culture est importante (jusqu'à atteindre 100 % en flacons agités). 
Suite à ces conclusionsy il a été décide, d'une part, de développer une 
nouvelle Lignée de cellules embryogènes et, d'autre part, de développer une nouvelle 
méthode de production visant à éliminer les CNE et à synchroniser le développement 
des embryons. Nous nous intéresserons dans un premier temps à la lignée cellulaire 
FP95 développée en Août 1995. 
5.1.2.1. Commrfement & la limée celIuImie P95: cuvée B16 
La Lignée cellulaire FP95 a été testée sur deux courtes cuvées en mode de 
production classique (B14 a B16). Les conditions de cuitures employées lors de ces 
deux cultures sont identiques à celles de la cuvée B8. La cuvét B14 ne sera pas 
commentée en raison de défectuosités du module d'agitation qui compliquent 
l'interprétation des résultats. 
Les résultats de production de la cuvée B 16 sont présentés à la figures 5.8 et 
à l'annexe 9. Le graphique récapitulatif de cette cuvée est présenté à l'annexe 10 pour 
consultation. Les comptages ont révélé qu'après filtration, i'inoculum de la cuvée B 16 
était compose de 80 % de cellules embiyogènes et 20 % de CNE seulement (voir figures 
5.3 et 5.8B)- A la fin de la cuvée ( ' ) ,  les cellules embryogènes représentent déjà 88 % 
du nombre de cellules totales, ce qui correspond à un I r a u - . P ~  de 0'12 j" don  que le 
Ii"U~- est de 0-01 j" seulement. On peut donc considérer que la Lignée cellulaire FP95 
est très embryogène a que les CNE de cette suspension se divisent très lentement en 
absence de 2,4-D, 
Le poids sec moyen des cdules de l'inoculum est divisé par 3 par rapport à 
celui de I'inoculum de la cuvée B8 (à I+û, 106 cellules pèsent 0,21 mg et 0'63 mg pour 
B 16 et B8 respectivement). Puisque I'inoculwn de la cuvée BI6 comporte 80 % de CE 
alors que celui de la cuvée B8 n'en contiemait que 33 %' on peut conclure que les CE 
sont au moins 3 fois moins lourdes que les CNE. Cependant, les observations 
microscopiques révèlent que les CNE sont 5 a 10 fois plus grosses que les cellules 
embryogènes. Ces résultats confhment le fait que les CNE sont essentiellement 
composées d'eau (grosse vacuole) et sont donc moins denses que les CE (gros noyau et 
gros cytoplasme). 
Le poids sec moyen de 106 cellules augmente de 0,21 mg à 0,39 mg de I+l à 
I+4, ce qui démontre que globalement la taille des cellules augmente pendant cette 
période. Puis le poids sec moyen de 106 cellules redescend lors du dernier jour, ce qui 
semble indiquer que la division prend le dessus sur L'élongation au sein de la culture. 
Cette tendance est confirmee par le fkt qu'en 5 jours, augmente progressivement de 
0,01 j-l à 0'29 jœl alors qu'au contraire pP diminue de 0'5 j" a O, 1 J' . 
Les taux de consommation spécifiques du N03, NI&+, PO?- et Oz par 
rapport aux cellules augmentent légèrement de I+1 à I+4 pour diminuer lors du dernier 
jour (annexe 9). Ceci tend à démontrer que le métabolisme des cellules en élongation est 
supérieur à celui des cellules en division. Lors de la période d'élongation, les cellules 
synthétisent les précurseurs qui leur seront nécessaires lors de la division, ce qui 
augmente leurs besoins nutritionnels. EUes peuvent également ffaire des réserves sous 
forme d'amidon, ce que les cellules en division ne font pas (Raven et col. 19923. 
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Figure 5.8: Résultats de production de la cuvde BI6 
Les rendements de consommation par rapport aux ceilules augmentent 
constamment sur toute la durée de la culture, ce qui confirme que le métabolisme des 
cellules s'oriente progressivement vers la fâôrication de nouvelles cellules et non pas 
vers l'augmentation du poids sec des du le s  existantes. 
En conclusion, la lignée ceIIdaire FP95 contient une large proportion de 
ceUules embryogènes. Elles sera donc utiiïsée pour la suite du travaii expérimental. Les 
opérations de filtration ne suffisent pas a éliminer la totalité des CNE de i'inoculum mais 
ces dernières se divisant très lentement en absence de 2,4-D, leur présence dans le milieu 
de production deviait vite négligeable en comparaison de la concentration en CE. 
5.1.2.2- Déveh~mment de la méthode mu paliers de densiré 
Une série d'expériences en flacons a été réalisée dans le but de déterminer la 
meilleure densité d'inodation de la lignée celiulaire FP9S en mode de production 
classique. Lors de ces expériences, dont les résultats sont présentés au tableau 5.4, 
quatre séries de trois flacons contenant du mifieu de production ont été inoculés avec 1, 
10, 50 et 100 g.l-' (en poids humide) de cellules filtrées (voir paragraphe 4.4.1.1 pour la 
préparatior. des inocula). 
Seuls les flacons inoculés à I g.lol ont produit des embryons torpilles au bout 
de 21 jours de culture, avec un pourcentage d e  germination en culture de 19 %. Ces 
cultures sont typiques du mode de production classique asynchrone, c'est-à-dire que 
tous les stades embryonnaires sont présents dans Le milieu de culture, auxquels viennent 
s'ajouter les jeunes plantules. On observe les mêmes anonnalites décrites précédemment, 
même si le nombre maximum d'edxyons torpilles produits est nettement supérieur a 
celui de la cuvée F8-r (1040 ~ ~ m 1 - l  contre 30  ET.^-' pour FI1 et F8-r 
respectivement), ce qui confirme la bonne embryogénicité de la lignée FP9S. 
Mais les résultats les plus intéressants concernent les flacons des séries F21, 
F3 1 et F41. D'une part, plus la densité d'inoculation est élevée et moins les embryons 
produits sont différenciés. En &kt, dors qu'à 10 g.1-l7 la culture est essentiellement 
composée d'embryons globulaires7 a 50 g.lwl on y trouve une majorité de MPE et à 100 
g.1-l, les cellules non embryogènes constituent plus de 90 % de la suspension cellulaire. 
Il apparaît donc que plus la densité d'inoculation en cellules est élevée et plus les 
blocages interviennent tôt lors du développement embryonnaire- 
Mais, ce qui est surtout remarquable, c'est que lorsque ces blocages 
interviennent, iis permettent d'obtenir des suspensions composées presque 
exclusivement d'une seule classe d'embryons: une culture synchrone. Ces résultats ne 
sont pas nouveaux Les travaux de Warren et Fowler en 198 1 avaient déjà démontré que 
le développement des embryons est plus hétérogène lorsque les inocula cellulaires sont 
failes (moins de 0,2 g.l-l en matière humide). De même, l'existence de blocages 
développementaux à forte densité d'inoculation (phénomène d'auto-inhibition ou 
d'auto-antagonisme, à partir de 5,O gl-' en matière humide) a déja été largement 
documentée (Haiperin 1967, Hari 1980, Iida et col. 1992, Molle et col- 1993, Nouaille 
et Pétiard 1988). 
Jusqu'à présent, ces auteurs ont donc travaillé à basse densité d'inoculation 
afin d'éviter les blocages développementaux qui duninuent la productivité des cultures. 
Or, ce qui est intiressant ici, c'est que le phénomène d'auto-inhibition permet de 
bloquer la croissance de tous les embryons au même stade de leur développement, ce 
qui synchronise la production. De plus ce blocage est facilement réversible par simple 
dilution du milieu de culture- Au lieu de chercher à éviter le blocage développemental à 
forte densité ceNulaire on peut donc, au contraire, i'utiüser pour synchroniser la 
production des embryons. Cette idée a été à l'origine du procédé de production par 
paliers de densité présente au paragraphe suivant. 
Tableau 5.4: Idtuence de la densiti d'inoculation tn cellules sur la production 
d'embryons torpüks en fiacons agités. 
Densité Nb maximum %fïnaIde 
Cultute d'inoculation Poids sec final d'emb~ons genninatïon en 
Torpilles culhire 
(B PH-I-~) (g ps.1-l) (nb  ET.^') ("/.) 
5.1.2.3. Descn~tfon àb mode de production oar ~ I i e r s  de densité 
Le procédé de production par paliers de densité est schématisé à la figure 
5.9B. Les cellules embryogènes qui ont été cultivées dans le milieu d'initiation (avec 
2,4-D) sont filtrées sur un tamis de 50 pm afin de retirer le milieu, puis eues sont Niçées 
et remises en suspension dans du milieu de production à raison de 50 g de matière 
humide par Litre. Cette phase de synchronisation des MPE dure environ 1 semaine- 
La suspension ceHulaire obtenue, alors composée de MPE de grosse taille 
(20 cellules et plus) et de CNE, est passée à travers une série de filtres en Nylon de 
1000, 210 et 50 pm successivement afin de retirer la majorité des ceildes non 
embryogènes. Les MPE retenues sur le filtre de 50 pm sont ensuite rincées et remises en 
suspension à mkon de 50 g de matière humide par litre de de production phase 
de production et de synchronisation des embryons globulaires). 
Au bout de 1 à 2 semaines, on obtient une suspension embryonnaire 
composée majoritairement d'embryons au stade globulaire awqueis viennent s'ajouter 
des MPE et quelques embryons d i o r m e s .  Cette suspension est alors passée 
successivement à travers deux fiitres de 500 et 210 pm. Les embryons globulaires 
retenus sur le filtre de 210 Pm sont utilisés pour la phase de production synchrone des 
embryons torpilles (en flacon ou en bioréadeur) à raison de 10 g de matière humide par 
litre de milieu de production. 
1 semaine 1 à 2 semaines 2 semaines 
Culture des Synchronisation Production 
cellules des MPE des embryons 





Figure 5.9: Description schCmatique du mode de production par paliers de 
densité. 
On verra plus loin que la densité d'inoculation lors de chacunes des étapes à 
une grande influence sur le temps nécessaire pour passer d'une phase de production à la 
suivante. On peut donc faire varier le temps total de production des embryons en 
modifiant la densité d'inoculation des différentes phases du procédé (voir sous-section 
5.2.1). Les densités d'inoculation indiquées ici correspondent à celles qui ont été 
utilisées lors des cuvées B9, B 10 et B 12. Pour les cuvées B 11, B13 et B 15, la densité 
d'inoculation lors de la dernière étape a été abaissée à 5 g.l-L (détails à i'annexe 4). 
Le mode de production par paliers de densité utilise le phénomène d'auto- 
inhibition afin de synchroniser les embryons à deux stades de leur développement, soit le 
stade pro-embryonnaire (MPE) et le stade globulaire. L'utilisation de paliers de densité 
en cellules et en embryons permet de bloquer le développement des embryons en cours 
de production afin d'obtenir une population synchrone puis de réamorcer le 
développement embryonnaire simplement en modifiant la densité cellulaire. 
Le milieu de production est renouvelé 2 fois au cours du procédé, ce qui 
n'est pas le cas en mode de production classique. Ce renouvellement du milieu permet 
d'éviter que des limitations nutritionnelles apparaissent en cours de culture et limite du 
même coup l'accumulation de substances inhibitrices. Les embryons sont filtrés et ~ c é s  
trois fois au lieu d'une, ce qui permet d'éliminer toute trace de 2,4D et d'éventueiles 
protéines extracellulaires qui pourraient perturber leur developpement. Plusieurs auteurs 
(Molle et col. 1993, Huang et col. 1992) ont déjà constaté chez la carotte que le fait de 
renouveler une ou plusieurs fois le milieu lors de la production entraûie un 
accroissement du poids sec final et du nombre total d'embryons produits et permet une 
meilleure conversion des EG en ET, 
Le mode de production par paliers de densité est également beaucoup plus 
mailéable que le mode de production classique. En effét, une fois que les embryons 
globdaires (EG) ont été produits a sélectionnés7 il est possible de les conserver à forte 
densité embryonnaire (10000 E G . ~ '  et plus) pendant de longues périodes, à condition 
de renouveler le milieu de production tous les 10 jours. De ce fâit, on peut obtenir des 
embryons torpilles en moins d'une semaine en utilisant la bonne densité d'inoculation en 
EG (entre 1.0 et 5,O gl-' en matière humide). Il est donc possible d'allonger ou de 
rétrécir les durées de production pratiquement à volonté, ce qui est impossible avec la 
méthode de production classique. 
Six cuvées en bioréacteur ont été e f f i é e s  selon la méthode par paliers de 
densité, soit les cuvées B9 a B 13 et la cuvée BIS. Ces cuihues ont été opérées selon le 
même protoco[e9 soit la production des embryons globulaires en fiacons agités de 500 
mi et la production des embryons torpilles en bioréacteur de 2 litres. Seule cette dernière 
phase de production sera étudiée en détails dans les sections qui suivent. 
Les cuvées B9 et BI2 sont les cuvées témoins qui seront utilisées dans la 
suite du travail pour évaluer l'efficacité des traitements anti-germination. Parallèlement a 
chaque cuvée en bioréacteur, quatre cuvées en flacons agités ont été opérées pour base 
de comparaison. 
Les principaux résultats obtenus en mode de  production par paliers de 
densité @PD) sont présentes en détails à l'annexe 4. Le tableau 5.5 présente les 
résultats moyens de ces cuvées (moyenne de 2 cuvées en bioréacteurs de 2 Litres, 4 
cuvées pour la série F-r et 4 cuvées pour la série F-t). L'intecvaile statistique indiqué 
représente l'écart type moyen. 
Seuls les embryons torpilles apparemment normaux ont été comptabilisés. 
La concentration en embryons torpüles, les productivités, les taux de croissance et les 
rendements de production ont été déterminés au temps d'apparition des premiers 
embryons germés. La durée avant germination en culture et le pourcentage maximal de 
germination en culture portes sur la colonne '%uvées en bioréacteur" se rapportent à la 
cuvée B9 seulement car il n'y a pas eu de germination en culture lors de B 12. Le temps 
I+O dont ii sera question dans la suite du texte correspond au temps d'inoculation du 
milieu de production en embryons globulaires. 
En comparant les résultats présentés aux tabIeawc 5.1 et 5.5, on constate 
que la production maximale d'embryons torpilles en bioréaaeur est multipliée par 18 par 
la méthode des paliers de densité et atteint 975 ~ ~ . r n l "  contre 53  ET.^? pour la 
méthode classique. La productivité en embryons en MPD en  25 fois supérieure à celle 
obtenue par la méthode classique (MC) (soit 2x10~ ET-T'J' et 51x10~ ET.I-'.~-' 
respectivement) mais la production en poids sec est seulement multipliée par 2. 
Les rendements de production sont plus de 10 fois supérieurs avec la 
méthode par paliers de densité (141 ET.@ PS)~' et 13 ET.(g PS)-' pour la MPD et la 
MC respectivement). Ces résultats confirment le f&t que I'accroissement de biomasse 
sèche est directement relié à la production en embryons en MPD alors que lors de la 
cuvée BS, seule une fable proportion du poids sec se rapporte aux embrpns. 
Il n'y a pas eu de gemination en culture lors de la cuvée B12. Bien que 
quelques embryons aient germés lors de B9, le pourcentage maximal de germination en 
culture demeure bien inférieur à celui obtenu avec la méthode classique (28 % de 
germination en culture pour B9 et 85 % pour la cuvée B8). Par la méthode classique. les 
premiers embryons germes apparaissent en moyenne 14 jours après le pic des embryons 
globulaires en bioréacteur. Ces temps de germhation sont comparables à ceux observés 
lors de la cuvée B9, soit 13 joua. 
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Alors qu'en MC, la productivité en embryons était identique en flacons et en 
bioréacteurs, en MPD la productivité est 86 % et 194 % supérieure en flacons (série F-r 
et F-t respectivement), bien que la g ennidon ah Lieu 7 jours plus tôt- De même, la 
productivité en poids sec est 72 % supérieure pour les cuvks F-r et 116 % supérieure 
pour les cuvées F-t (par rapport aux bioréacteurs). 
En flacons agités (série F-r), les premiers embryons germés apparaissent en 
moyenne 6 jours après l'inoculation en globulaire (a I+6), soit 7 jours plus tôt que lors 
de B9. Le pourcentage maximal de germination en flacons agités est identique à celui 
enregistré lors de B9 (23 % et 28 % respectivement). 
On peut donc conclure qu'en MPD, une concentration en oxygéne dissous 
supérieure à 20 % (flacons agitCs) augmente la productivité en embryons et en poids 
sec. On observe également que la productivité en embryons est 1,6 fois plus importante 
pour les cuvées F-t (milieu stérilisé par autoclavage) que pour les cuvées F-r (milieu 
stérilisé par filtration). II semble donc que l'autoclavage du milieu de production soit 
favorable à la maturation des embryons globulaires et permette la production d'un plus 
grand nombre d'embryons torpilles. Ce résultat avait déja été signalé par Zrj7d en 1988. 
Les embryons produits par la méthode des paliers de densité sont 
d'excellente qualité. On obseme beaucoup moins d'embryons en amas ou possedant un 
nombre anormal de cotylédons. Plus de 90 % des embryons matures formés sont isolés 
et présentent une apparence normale lors de I'obsewation microscopique- 
D e  plus, les embryons toques formés sont de petite taille (de 200 à 500 pm 
de long), ce qui correspond à la taille des embryons zygotiques de carotte au même 
stade de maturation- Le tableau 5.6 présente le nombre de cellules moyen et le poids sec 
moyen des différentes classes d'embryons produits lors de la cuvée B9 (lignée cellulaire 
FP95). Les mesures ont porte sur des échantillons de 100 embryons ou plus et ont été 
effectuées en triplicats. L'intervalle statistique indiqué correspond à l'écart type moyen. 
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tableau 5.6: Poids s r  moyen et nombre de cdluks moyen des principaux stades 
embryonnaires (lignée SPH, méthode par paliers de densité). 
Stade Poids sec myen Nombre de cellules Poi& sec estimé 
e m b ~ o n w r e  de 1000 emb moyen de 106 cellules 
- - - - - -  
MPE - 20 * 20 0,3 1 mg 
Globulaire ( 0,21 + 0,09 ) mg 1000 f 500 0,21 mg 
Coeur (0,54 + 0, l l )mg 5000 t 600 0,lO mg 
Torpille ( 1,47 + 0'51) mg 25000 1: 2000 0,06 mg 
Plantule ( 2,12 + 0,78 ) mg 30000 + 5000 0,07 mg 
Les embryons coeurs et torpilles ainsi que les plantules produits en MPD 
sont constitués de moins de cellules que ceux produits par la méthode classique (voir 
tab. 5.2). Par exemple les embryons torpilles sont composes d'environ 25000 cellules en 
MPD contre 35000 cellules en MC- De même, leur poids sec moyen est très ùiferieur 
(pour les embryons torpilles: 1.47 mg.(1000 ET)-' en MPD contre 7.89 mg.(1000 ET)-' 
en MC). En conséquence, le poids sec estimé d'un million de celIuIes est 2 à 5 fois 
supérieur en MC, ce qui indique que les ceilules sont beaucoup plus vaniolées qu'en 
MPD. Les embryons produits en MPD ne présentent donc pas cette vacuolisation 
anormale qui avait été constatée en mode de production classique. 
Les pourcentages de germination sur gélose après récolte sont de 100 % 
pour les deux cuvées (B9 et B12) a les plantules formées ont une apparence normale. 
Des essais d'encapsulation et de germination en sol reconstitué ont égaiement donné 
d'excellents résultats (voir section 5.3). 
5-1.3-2. Résultats d'une cuvée t@tue: cuvée B9 
L'obsewation de I'inoculum au microscope a révélé qu'après filtration (voir 
section 3.4.1.2-), ii demeurait très peu de cellules non embryogènes parmi les embryons 
globulaires. En fat, les comptages ont révélé la présence de seulement 0,2 x 106 
CNE.~~ '~  alors que l'estimation du nombre de cellules embryonnaires est de 4,O x 106 
cellules par ml. On estime donc que 95 % des cellules de I'inoculum sont des cellules 
embryogènes, ce qui en fait un inoculurn d'exceilente qualité* 
5.1.3 -2.2. Profils d'apparition des embryons ------------- et germination -----------------
en culture. 
La figure 5.10-A présente le profil d'apparition des différentes classes 
d'embryons au cours de la cuvée B9. Alors que les domees relatives au nombre 
d'embryons torpilles et germés proviennent de comptages réels, les profils d'apparition 
des embryons globulaires et coeurs ont été estimés à partir du pourcentage de chaque 
classe d'embryons déterminé lors du demk échantillonnage et du nombre moyen de 
cellules par embryon (tableau 5.6). La méthode d'estimation est présentée en détails à 
l'annexe 6. 
La culture B9 peut être scindée en 3 parties, soit de I+û à I+9 la conversion 
des EG en embryons cord'ionnes, de I+9 à I+13 la conversion des EC en embryons 
torpilles et enfin de I+13 à I+23 la germination des embryons torpilles. Ces trois 
périodes ne se chevauchent pas, ce qui indique une bonne synchronisation de la culture. 
Malgré cette meilleure synchronisation du développement embryonnaire, 
une grande proportion des embryons ne pawiement toujours pas a achever leur 
développement jusqu'au stade torpiiie. Ces blocages du développement semblent Lés à 
i'apparition des embryons germés au sein de la culture (à I+13). Ainsi, à 1+16 oii on 
obtient le nombre maximal d'embryons torpilles, la suspension embryonnaire est 
composée de 52 % de EG, 10 % de EC, 29 % de ET a 9 % d'embryons germés. De ce 
fait, le pourcentage de conversion maximal des embryons globulaires en embryons 
torpille n'est que de 28 %. 
La figure 5.1 1 présente l'évolution des principaux paramètres de culture au 
cours de la cuvée B9. La conductivité du milieu est à peu près stable à 3,7 jusqu'à I+8 
puis elle diminue rapidement pour atteindre 1.5 à I+17. Cette chute brutale de la 
conductivité est conélée avec la disparition rapide des ions p0d2-, NO3' et NI&+ de I+8 à 
I+19. On constate notamment que le phosphate est totalement consommé dès I+16. 
Figure 5.10: Résultats de production de Ia cuvte B9 
(Méthode par paliers de deasit6, biorbcteur, inoc 10 
5.1 -3.2.4. Calculs respirométrigues .-----------------------------.---. . * -*---**- - -**-- 
La figure 5.1 1B présente les principaux résultats respirométriques obtenus 
lors de la cuvée B9. La concentration en oxygine dissous @O) varie beaucoup en cours 
de dture  et ne paMent pas à se stabiliser à la valeur de consigne (20 %)). Ces variations 
sont attn'buables en partie à des défàillmces techniques (arrêt accidentel de f'aération à 
1+4 et panne du système contrôlant la température à partir de I+20). 
Dans un premier temps, la DO est stable à 20 % pendant les 4 premiers jours 
de fonctionnement. Puis, à I+4, la DO chute a O % pendant près de 24 heures à la suite 
de arrêt de l'aération. A la reprise de Paération, la DO remonte à 20 % pendant 5 jours 
mais, à partir de I+9, elle diminue de nouveau pour atteindre 10 % à I+13. Pendant cette 
période, le pourcentage d'oxygène dans le gaz d'entrée, qui est ajusté manuellement en 
cours de culture (voir sous-section 3.2.2), n'est plus suffisant pour combler la demande 
en oxygène de la culture (avec ce mélange, 0% = 0,s m~h-'1 .  
A I+13, le mélange gazeux avec lequel est alimenté le bioréacteur est 
remplace par de l'oxygène pur et la DO amorce une période d'oscillations entre 10 et 
20 % pour finalement se stabiliser aux environs de 10 % jusqu'à 1+19. A ce moment là, 
le contrôleur de température tombe en panne et la DO devient supérieure à 20 % malgré 
les efforts du contrôleur pour la ramener à la valeur de consigne (oscillations entre 35 et 
20 % de I+19 à la fin). La concentration en C a  du gaz de sortie est stable à 0,l % 
jusqu'à I+6, augmente progressivement pour atteindre 0,7 % à 1+19 puis diminue 
jusqu'à 0,6 % en fin de culture. le CPR suit la même tendance et atteint un maximum de 
1,s mMK1 à I+19. 
ûébut de germination 
Figure 5.11: Graphique IYupitulatif de la cuvée B9 
(Méthode par paliers de densité, biodacteur, inoc 10 
Le OUR est également stable jusqu'à 1+6 puis augmente pour marquer un 
pallier à Oy 5 m ~ h ?  de I+9 à I+l3. On a vu que pendant cette période, le OUR a atteint 
la capacité maximale de transfért du bioréacteur avec le mélange gazeux utilise (OUR = 
OTR-), ce qui entraûie Ir diminution de la DO jusqu'à 10 %. Dès que le bioréacteur 
est alimenté en oxygène pur (à partir de I+13) le OUR augmente tris rapidement pour 
atteindre la valeur maximaie de 1.1 rnMKLY qui correspond au nouveau 0% du 
bioréacteur sous pur. Après une période d'oscillations de I+I3 à 1+15, le OUR se 
stabilise finalement à 0% jusqu'à la fin de la culture. 
Quant au R Q  il est égal à 1.0 juqu'à I+6 puis il augmente rapidement 
jusqu'à atteindre 1'9 à I+9. Le RQ amorce ensuite une diminution pour atteindre 1,O à 
1+13 et augmente une nouvelle fois jusqu'à ia valeur de 1,9 à I+2 1. La valeur de RQ 
renseigne ici sur la nature du métabolisme respiratoire employé par les celiules lors de la 
culture. Plus précisément, un RQ égal à 1 signifie que la culture produit autant de CO2 
qu'elle consomme de 02, c'est-à-die que les d u l e s  utilisent majoritairement la voie de 
la giycolyse (aérobic) où une molécule de glucose est totalement dégradée en CO2 et 
Hz0 selon le bilan suivant: 
ce qui donne un RQ théorique de 1 (CTR / OUR = 1). Par contre, un RQ 
supérieur à 1 signifie que la culture produit plus de COz qu'elle ne consomme de 02, 
c'est-à-dire qu'une partie des cellules utilisent la voie de la fermentation alcoolique 
(anaérobique). Par l'intermédiaire de cette voie métabolique, une molécule de gIucose 
est partiellement dwadée en C a  et éthanol selon le bilan: 
Etam donné qu'aucun oxygène n'est requis lors de la fermentation 
alcoolique. le RQ théorique correspondant est infini. Cependant, en conditions 
partiellement anaérobiques, seulement une partie des celiules fermente (celles situées au 
centre des embryons) pendant que L'autre partie (ies cellules périphériques) utilise le 
métabolisme aérobique qui est énergétiquement le plus rentable. On obtient alors un RQ 
réel compris entre 1 et 10 (James 1953, Yatamwa et FuruhashÏ 1982). Pendant la 
culture B9, le RQ est supérieur à 1 de 1+9 a I+21, ce qui confinne qu'une partie des 
cellules sont en limitation oxygène lorsque le 0% est atteint. 
Plusieurs travaux ont démontré que les végétaux sont capables de s u ~ v r e  
pendant de courtes périodes en condition d'anaérobie stricte ou partielle. Les graines 
immergées sont ainsi capables de germer en absence d'oxygène, bien que des conditions 
aérobiques soient nécessaires au developpement postérieur de la plantule. On a ainsi 
relevé des RQ pouvant d e r  jusqu'à 7'5 lors de la germination de grains d'orge 
immergés (James 1 953). 
Les cellules de plantes a les fiagrnene végétaux sont également capables de 
s'adapter à des conditions partiellement anaerobiques, bien que leur croissance soit alon 
stoppée (Perata et Alpi. 1991, Tate et Pargne 1991, Yatazawa et col. 1982). Ainsi, 
lorsqu'on place des tranches de carotte dans de l'eau aérée, ces dernières produisent 
presque instantanément de l'éthanol lorsque la DO est inférieure à 100 %. Dans le cas 
de tranches de carotte placées dans une solution de glucose à 15 g.l-l, plus la DO est 
basse et plus on enregistre des RQ élevés. On a relevé des RQ de 4,8 , 2,5 , 2,4 et L,O 
pour des DO de 3 %, 12 %, 23 % et 476 % respectivement (James 1953). 
La figure 5.10B- présente Pivolution du nombre de celiules et du poids sec 
lors de la culture B9. Ici encore, la concentration en celiules embryogènes a été estimée 
en fonction du nombre d'embryon de chaque classe et du nombre moyen de celiules de 
chaque stade embryonnaire (voir au paragraphe 5.1.1 -3 -4.). 
Les CE constituent 93 % de i'uioculum et 99 % des ceIIdes en culture à 
I+23. La présence des CNE au sein de la suspension est donc nigligeable. Les cellules 
obsewent une période de latence de I+O à 1+9 pendant laquelle leur poids sec moyen est 
stable à 0,10 mg ~~.(10~cell)-'. Notons au passage que les cellules qui constituent les 
embryons globulaires à I+û pèsent 6 fois moins que les ceiiules de  l'inoculum de la 
cuvée B8, et sont donc beaucoup moins vacuolées que ces dernières. 
De 1+3 à 1+9, les celiules connaissent une période de croissance 
pratiquement exponentielle pendant laquelle la concentration en cellules de la culture 
passe de 6 x 106 ceIl.nfL à 13 x 106 cell.rrtl (pwuq r 0,14 1'). Cette phase de 
croissance exponentielle cobcide avec la période de conversion des embryons 
globulaires en embryons coeurs. 
Le taux de croissance spécifique des cellules connaît un pic à H I 3  
= 0,23 j-3 qui correspond à la conversion des EC en ET. Puis, de I+13 à I+23, le 
rythme des divisions cellulaires ralentit et la concentration en cellules se stabilise pour 
atteindre 44 x 106 ~ell-ml-~ en fin de culture. Le poids sec moyen des cellules se stabilise 
par ailieurs à 0,19 mg par million de cellules. Ce ralentissement de la division cellulaire 
et de l'accroissement du poids sec cowcide avec la période de limitation en oxygène 
décrite plus haut (OUR = 0%). 
Les travaux de Pépin et col. (1995) ont déjà établi une relation similaire 
entre la division cellulaire et la consommation en oxygène des cellules chez Vitis Mnifera 
en flacon agité. Ainsi, le OUR augmente en même temps que le nombre de ceiiules, mais 
lorsque le 0% est atteint, la division cellulaire cesse immédiatement. Des résultats 
similaires ont été obtenus chez ficiischoifna cuI~ornicu (Sirois 1997) et Daucus curoia 
(Perata et Alpi 199 1)- 
De fitit, le métabolisme fermentaire, de par son âuble rendement énergétique 
(2 ATP au lieu de 36 lors de la respiration aerobique), ne peut supporter les dépenses 
énergétiques engendrées par la division dulaire. De nombreuses études ont démontré 
que le taux de croissance spécifique des cellules de plantes diminue drastiquement 
lorsque la concentration en oxygène dissous du milieu chute en deçà d'une vaieur 
aitique (DO&) (Tate a Pargne 1991, Yatauiwa et Furuhashi 1982, James 1953, lay et 
col. 1992). La vaieur de DO&t varie d'une espèce i l'autre. 
Ainsi, à I+13, c'est-à-dire au moment ou le 0% est atteint, I'ensembIe 
des cellules cessent de se diviser et d'accumuler du poids sec et pP très bas). On 
constate à la figure 5.1O.A que le développement des embryons est stoppé, sauf en ce 
qui concerne les embryons torpilles dont la racine s'allonge (apparition des premiers 
embryons germés à I+13). Cet allongement de la racine ne se fait pas par l'intermédiaire 
de divisions cellulaires mais grâce à une vacuolisation et à une élongation de certaines 
cellules de l'embryon- 
II existerait un lien entre la concentration en oxygène dissous du milieu et 
17éIongation des cellules. En eset, il semble que chez les cellules en élongation, la voie 
des pentoses phosphates (VPP) I'emporte sur la giycolyse alors qu'il se passe le 
contraire chez les ceuules en division (Roberts et Smith 1977, Darneil et col. 1988)- La 
VPP est une voie secondaire du métabolisme du glucose qui foumit à la cellule l'énergie 
biosynthétique et les précurseurs nécessaires à la biosynthèses des acides nucléiques, du 
NAD, de I'ADP et de nombreux coenymes. La VPP est en compétition directe avec la 
glycolyse, qui foumit a fa cellule I'ATP dont elle a besoin pour se diviser. Ces deux 
voies métaboliques ont Lieu dans le même compartiment cellulaire et possèdent de 
nombreux intermediaires communs- Cependant, lorsque la pression partielie en oxygène 
est fible, les oxydases mises a jeu Ion de la VPP sont plus efficaces que celles de la 
chahe respiratoire (qui réoxyde les coenzymes réduits issus de la glycolyse). De ce fait, 
lorsque la DO est basse, la VPP prend le dessus sur la glycolyse, ce qui stimulerait 
l'élongation des cellules et donc la germination des embryons (Roberts et Smith 1977, 
Khan 1977, Heydecker 1977). Pour revenir à la cuvée B9, ce serait donc la diminution 
de la DO de 20 % à 10 % à partir de I+13 qui serait responsable de l'apparition des 
premiers embryons germés dans le milieu de culture. 
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Les taux de consommation spécifiques des principaux nutriments par 
rapport aux cellules (qc,) a les rendements de consommation correspondants (Ys) sont 
présentés à I'annexe 11. Le qcm diminue de 0,8 rnrnole.j-'.l~~ce~~~ à 0,3 
rnmole.j-'.l~~cell~' de I+3 à I+16 puis se stabilise à cette valeur jusqu'à la fin de la 
culture. Le fi augmente jusqu'à 376 x 106 cellules par mole à I+13 puis diminue 
rapidement et atteint 5 x 106 cellules par mole de O2 à I+23. Ces données semblent 
confirmer l'apparition d'une Limitation de la culture en oxygène à partir de I+13 où la 
DO devient inférieure à 20 %- 
Les qcNa, qcm4 et qcm diminuent au fbr et à mesure du développement des 
embryons, ce qui confirme que leur métabolisme change en fonction de leur âge. Le 
qcNWI est infirieur à qc~()3 jusqu'a I+13 puis la tendance s'inverse de sorte que le rapport 
qc~d/qc~O3 ne cesse de diminuer tout au long de la culture et passe de 7,9 à 0,3 de I+O à 
I+23. 
En 1965, Halperin et Wetherell avaient déjà détermine que, chez la carotte 
sauvage, le besoin en a' des proembryons a des jeunes embryons est supérieur à 
celui des embryons différenciés. De même chez la capselie, le favorise l'initiation 
des MPE et la mahiration des embryons alors que le N03- accélère le développement des 
embryons matures c'est-à-dire la différenciation (Zqd 1988). Chez la carotte, l'absence 
de NI&+ dans le d e u  inhiibe l'embryogenèse et stimule la différenciation des cellules 
pour donner naissance a des racines m a d a  et Harada 1978). 
Ces résultats semblent indiquer que la consommation de Nt4' favorise la 
division cellulaire alors que la consommation de m' provoque l'élongation et Ia 
différenciation cellulaire. D'après Roberts et Smith (1977), la réduction du N03- en 
au sein des cellules augmente significativement le stock de coenzymes réduits dans 
le cytoplasme. Or ces coenzymes réduits sont un des substrats majeurs de la voie des 
pentoses phosphates qui est, semblet-ii, particulièrement mise à contribution chez les 
cellules en élongation (Darneil et col. 1988). 
Le rapport qcNHJqCN03 pourrait donc &e un bon indicateur de l'âge 
physiologique des cellules, c'est-à-dire de leur aptitude à se diviser ou à se ddifférencier. 
Plus le rapport est haut et plus les cellules seraient jeunes (non différenciées) et 
inversement plus le rapport est bas, plus les cellules seraient vieiiles du point de vue 
physiologique (cellules différenciées). De f ~ t ,  le rapport qCMi4/qcNO3 chute justement en 
bas de 1 précisément au moment où les premiers embryons germés (fortement 
différenciés) apparaissent dans la culture, ce qui étaye cette hypothèse. 
Dans le cas de la cuvée B9, les cellules cessent de se diviser à partir de I+13 
et amorcent une phase de latence pendant laquelle le poids sec moyen et le nombre de 
cellules sont stables. Les rendements de consommation par rapport aux cellules, qui 
augmentent constammmt jusqu'à I+13, d i u e n t  ensuite drastiquement jusqu'à la fin 
de la culture. Ces domees indiquent une nouvelle fois qu'avant I+13, le métabolisme 
global de la culture s'oriente vers la production de cellules et que brusquement, après 
IH3, le métabolisme change en raison d'une limitation en oxygène qui s ' h a l e  lorsque 
la DO chute en bas de 20 %. 
opérés pour comparaison Parmi ces flacons, deux d'entre eux (série F9-r) ont été 
opérés avec le même milieu a le m h e  inoculum que B9. Les resultats les concernant 
sont présentés en détails à l'annexe 4 (moyenne des deux flacons) et sont commentés ci- 
après- 
Le profil d'apparition des différentes classes d'embryons lors de la cuvée 
F9-r est présenté à la figure 5.12.A Une production maximaIe de 1938 embryons 
torpilles par ml, soit presque deux fois plus que lors de la cuvée B9, a été obtenue. La 
conversion des EG en embryons cordifornies a lieu de I+û à I+6, la conversion des EC 
en embryons torpilles de I+6 à I+13 alors que la germination des ET débute à I+9 et se 
poursuit jusqu'à la fin de la culture (I+20). Ces dinérentes périodes sont clairement 
distinctes, ce qui révèle une bonne synchronisation de la culture. On constate que 
l'apparition des différentes classes d'embryons est précoce par rapport à la cuvée B9. 
Par exemple, les premiers embryons germes apparaissent 4 jours plus tôt. 
Il y a moins de blocages développementaux lors de F9-r que lors de B9. 
Ainsi, 62 % des embryons globulaires parviennent au stade cordiforme et 51 % 
parviennent jusqu'au stade torpille contre 47 % et 38 % respectivement lors de la cuvée 
B9. Ces résultats indiquent que le développement des embryons est favorise en flacons 
agités, c'est-à-dire qu'une DO supérieure a 20 % stimule le développement 
embqomake. 
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Figure 5.12: Résultats de production de Ia cuvée F9-r 
(Mithode par p a i h  de densité, flacons agités, inoc 10 g.f '). 
Germination en ctlhwe 
Le pourcentage maximal de germination en culture enregistré lors de F9-r 
est 7 fois inférieur à celui observé en bioréacteur (4 % et 28 % pour F9-r et B9 
respectivement, voir annexe 4). Cependant, i'apparition des premiers embryons germés a 
lieu 4 jours plus tôt que lors de B9 (à I+9 et I+13 lors F9-r et B9 respectivement). 
En flacons agités, la DO n'est pas contrôlée et suit Pévolution de la 
demande en oxygène de la culture. De ce fait, au cours de la cuvée F9-r, la DO est 
stable aux environs de 100 % pendant les 3 premiers jours puis elle diminue rapidement 
pour atteindre 22 % à I+9 (figure 5.13B). Pendant cette période, le OUR suit 
l'accroissement du nombre de cellules qui passe de 9 à 30 millions cellules par ml. 
L'apparition des premiers embryons germes coïncide avec le premier creux de DO de la 
culture à I+9. Ce résultat semble confirmer hypothèse émise plus haut selon laquelle une 
Limitation en oxygène pourrait déclencher la germination des embryons matures en 
stimulant I'élongation cellulaire. 
Les embryons germés présents dans la culture de I+9 à I+13 présentent un 
très faible allongement de la racine (moins de 200 pm), tout comme ceux rencontrés au 
cours de la cuvée B9. Au microscope, on constate que les cellules de la partie racinaire 
deviennent moins denses et plus vacuolks. 
En revanche, à partir de I+13. la racine des jeunes plantules est beaucoup 
plus longue (plusieurs mm) et dense. Cette augmentation de la taille de la racine des 
embryons germés corncide avec une augmentation de la DO qui atteint 60 % à partir de 
I+14. Il apparaît donc que L'allongement de la racine au delà de 200 pm est stimulé à 
haute DO mais que des DO Unirieures à 20 % provoquent le déclenchement de la 
germination. 
ûébut de Germination 
Figure 5.13: Graphique ricnpitulatif de la cuvée F9-r 
(Méthode par paiiers de densité, flacons agités, inoc 10 g.~L). 
On a vu que la germination s'effectue en deux étapes. Dans un premier 
temps, les ceiiules du pôle racinaire de l'embryon se gorgent d'eau (augmentation de la 
taille de la vacuole), ce qui provoque un ailongement de la racine tout juste nécessaire 
pour provoquer la rupture de L'enveloppe de la graine. Dans un deuxième temps, les 
cellules de l'apex racinaire entrent en division et la racine s'allonge encore afin de 
permettre l'implantation dans le sol. La première étape a Iieu en anaérobie alors que la 
deuxième nécessite des condition aérobiques. 
On observe la même chose au cours de la cuvée F9-r, En limitation 
d'oxygène (I+9), les ceilules du pôle racinaire se vacuolisent et syaliongent, ce qui 
provoque une petite élongation de la racine (< 200 pm). Puis? lorsque la DO remonte 
aux environs de 60 ./O, les cellules de la racine entrent en division, ce qui provoque une 
augmentation beaucoup plus importante de sa longueur (plusieurs mm). 
Un faibIe allongement de la racine (de l'ordre de 200 pm) n'est pas un 
obstacle important à la manipulation des embryons. Cette pré-germination peut même 
être un atout par rapport aux graines puisque la germination en sol des embryons pré- 
germés est plus rapide que celie des embryons torpilles. Cette pratique de pré- 
germination (technique d'osmo-priming) est d'ailleurs déjà employée en agronomie afin 
de synchroniser la germination des graines et de diminuer leur temps de germination en 
sol @Chan 1977). 
Cellules embryopenes et non embrvopènes. T i  de croissunce snécifioue 
Le tableau 5.7 présente I'acmissement du nombre de ceilules et les 
apparents (pwu3 des CE et des CNE entre I+O et 1+20 lors des cuvées B9 et F9-r. La 
concentration en CNE est déterminée par comptage, la concentration en CE est estimée. 
Lors de B9 et de F9-r, les CE sont largement majoritaires au sein de la 
culture puisqu'eiies représentent 95 % des ceiiules de I'ïnoculum et 99 % du nombre 
total de cellules à I+20. Les CNE se divisent très lentement dans le milieu de production 
et leur présence est donc négiigeable pour ces cuvées. On observe le profil inverse de 
celui des cuvées B8 a F8-r (tableau 5.3) ou les cellules embryogènes constituaient 
seulement 50 % et 27 % de la population ceiiulaire en bioréacteur et en flacon agité 
respectivement a I+25. 
Tableau 5.7: Concentrations en CE et CNE lors des cuvées B9 et F9-r. 
Nombre de cellules F-~ 
(nb i0b cel~rnr? a', 
La concentration en cellules embryogènes au bout de 20 jours de culture est 
plus élevée en flacon qu'en bioréacteur. La figure 5.138 revèle qu'au cours de la cuvée 
F9-r, la DO est toujours supérieure à 20 %. Ces résultats tendent à prouver que la 
division cellulaire est iimitée en bioréacteur où la DO est maintenue à 20 %, ce qui 
inhibe le développement des embryons et diminue le pourcentage de conversion des 
embryons globulaires en embryons torpilles. 
Taux de consommation et rendements 
Les taux de consommation spécifiques relatifs aux cellules (qc,) et les 
rendements de consommation correspondants rs) sont présentés à l'annexe 12. Les qcs 
de tous les nutriments diminuent progressivement pendant la durée de la culture, ce qui 
avait déja été le cas lors d e  la cuvCe B9. Ii semble donc que le métabolisme des 
embryons soit de moins en moins actif au fiir et à mesure de leur maturation, comme 
c'est le cas in vivo. On notera que les qcm sont globalement 40 à 80 % inférieurs à ceux 
relevés lors de la cuvée B9, 
Le rapport qc- qc~(33 passe de 4,L à û,7 pendant les 6 premiers jours 
(passage EG + EC) puis se stabilise à OJ jusqu'à I+13 (passage EC + ET). Le rapport 
chute dors drastiquement dès l'apparition des premiers embryons germes, ce qui semble 
confirmer L'hypothèse selon laquelle le rapport qcmu qcNo~ a un Iien avec l'élongation 
des cellules. 
Quant aux rendements de consommation, ils sont relativement fhibles durant 
le premier jour pendant lequel les embryons s'adaptent au changement de milieu, puis ils 
augmentent très rapidement et se stabilisent jusqu'à I+13. Les YN sont globalement 
supérieurs à ceux calculés lors de B9 comme si le fat que la DO soit supérieure 
implique une meilleure efficacité métabolique des cellules (respiration aérobique plus 
efficace que le respiration anaérobique). 
La méthode par paliers de  densité permet une meilleure synchronisation du 
développement des embryons que la méthode de production classique. La productivité 
des cultures en est améliorée en même temps que la qualité des embryons obtenus. Les 
pourcentages de germination observés en MPD sont également inférieurs à ceux obtenus 
en méthode de production classique (28 % au lieu de 85 % en bioriacteur). 
Cependant, on obsene toujours des blocages développementaux et 
seulement 30 à 40 % des embryons globulaires paniernent jusqu'au stade torpille. Ces 
blocages développementaux semblent dus, d'um part, à l'apparition des embryons 
germés au sein de la d tu r e  et, d'autre pas à une limitation en oxygène lors des cuvées 
en bioréacteur, 
La concentration en oxygène dissous du milieu de culture semble 
directement liée au pourcentage de conversion des embryons globulaires en embryons 
torpilles et au déclenchement de la germination en culture- La diminution de la DO à 
20 %, qui avait l'avantage de Iimiter le développement des CNE en mode de production 
classique, n'a plus de raison d'être en mode de production par paliers de densité puisque 
les cdtures ne contie~ent plus de CNE. Une augmentation de la concentration en 
oxygène dissous en bioréacteur pourrait au contraire augmenter la productivité du 
procédé par paliers de densité a réduire sipificativernent la germination en culture. 
Malgré la meilleure synchronisation et la meilleure qualité des embryons 
produits par la méthode des paliers de densité, une partie des embryons germent 
toujours au sein du milieu de culture. Cette germination précoce est probablement 
responsable des blocages développementaux des embryons immatures et donc du faible 
pourcentage de conversion des EG en embryons torpilles. 
Dans la suite du travail, diverses modifications des conditions de culture ont 
donc été testées afin de limiter la germination en culture a de manmiser le pourcentage 
de conversion des EG en embryons torpilles. Nous étudierons dans cette section l'effet 
de la densité d'inoculation en embryons globulaires, de la concentration en ABA 
exogène, de la concentration en Fe-EDTA et enfin de la pression osmotique du milieu 
sur la germination en d tu r e  des embryons. 
1. M=.E DE LA D E N S ~ .  D'INOCULATION EN EMBRYONS 
GLOBULATEES 
5.2.1- 1. &&+ences en flacons aairés 
Le tableau 5.8 présente l'influence de la densité d'inoculation en embryons 
globulaires sur le pourcentage de g e ~ o u  en dture des embryons II est 
uniquement question ici de la dernière phase du procédé de produaion par paliers de 
densité, soit la phase de conversion des embryons globulaires en embryons torpilles (voir 
fig. 5.96) .  Quatre séries de 3 flacons Erlenmeyer de 50 ml ont été inoculés à raison de 
1, 10 ,50 et 100 g d'embryons globulaires (matière humide) par litre de rniiieu de 
production. Au bout de 21 jours, Ies embryons torpilles apparemment normaux et les 
plantules ont été comptés. 
La production d'embryons passe de 108 à 2103 ~ ~ . m l "  lorsque la densité 
d'inoculation augmente de 1 à 10 gIL, puis le nombre d'embryons produits diminue 
pour se stabiliser aux environs de 1300  ET.^-^ aux densités d'inoculation de 50 et 100 
gI1. En fi t ,  cette diminution du nombre d'embryons produits n'est que relative. En 
effet, un flacon de la série f32 a été replacé sous agitation et au bout de 2 semaines de 
culture supplémentaires (I+35) 1754 ET-M' avaient été produits pour un pourcentage 
de germination en culture inch@ (3 %)). Il apparaît donc que plus la densité 
d'inoculation en embryons globulaires est élevée, et plus le développement des 
embryons est lent. 
On obsem également que plus il y a d'embryons produits à 21 jours, et 
moins le pourcentage de germination en culture est important (1 % de germination pour 
2000  ET.^-' contre 45 % de gemination pour 100  ET^‘^). Par contre, plus la densité 
d'inoculation est élevée et plus la dture est synchrone (phénomène d'auto inhibition), 
ce qui produit des embryons de meilleure qualité (pourcentage d'anormalités inférieur). 
Selon la densiti d'inoculation en embryons globulaires employée, on peut 
donc privilégier soit le nombre soit la qualité des embryons produits. En terme de 
production de masse. il est probablement plus rentable de produire moins d'embryons de 
meilleure qualité (densité d'inoculation supérieure à 50 gr') afin d'éviter d'avoir à trier 
les embryons après la récolte. Aunui procédé de triage à l'échelle industrielle n'a encore 
été mis au point jusqu'à présent- 
Tableau 5.8: Influence de la densité d'inoculation en embyons globulaires sur le 
pourcentage de germination en culture. 
Taux Poids sec final Nb maximum % finalde 
d'inoculation (Cg PS).~') d'embryons ge-tioa en 
Culmrr ((g PH).T') (ET .ml-') culture 
5.2.1.2. M n e n c e  en bioréacteur: cuvée BI3 
Une cuvée en bioréacteur à 5 g.îL (matière humide) d'embryons globulaires 
a été menée dans les mîmes conditions de culture que les cuvées B9 et B 12 (10 gI1 en 
matière humide). Les résultats généraux de cette culture @313), sont présentés à 
l'annexe 13 et à la figure 5.14. 
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L'apparition des différentes classes d'embryons lors de la cuvée B13 est 
présenté à la figure 5.14.A La synchronisation de la culture est médiocre en 
comparaison de la cuvée B9 puisque toutes les périodes de conversion se chevauchent. 
De fait, le pourcentage de conversion des embryons globulaires en embryons torpilles 
est très faible puisque qu'un maximum de 305 embryons torpilles par ml sont formés, ce 
qui représente seulement 20 % du total des embryons en culture. 
Par ailleurs le développement des embryons globulaires et cordiformes cesse 
dès l'apparition des premiers embryons germes. Or les premiers embryons germés 
apparaissent à I+6. soit 7 jours plus tôt que lors de la cuvée B9. ce qui explique la 
diminution du nombre d'embryons torpilles produits. 
Notons que le pourcentage maximal de germination en culture atteint 56 % 
dans le cas de B13 (production maximale de 306 E T . I ~ - ~  contre 28 % au cours de B9 
(production maximale de 1032 ET-ml-3 et 4 % dans le cas de F9-r (pour une production 
de 1938 ET.&). Il existe donc une relation directe entre le nombre d'embryons 
torpilles présents dans la culture et le pourcentage de germination en culture. 
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Figure 5-14: Résultats de production de la cuvée B13 
(Méthode par paiien de densité, bioréacttur, inoc. 5 gara ). 
De fi& on a vu à la section 1.3 -3 -6. que le développement des embryons est 
contrôlé par i'intemédiaire de p r o t ë i  extracelluiaires qui sont relâchées dans le milieu 
de culture- Les résultats des cuvées B9 et F9-r indiquent que le métabolisme des 
embryons ralentit au f i r  et à mesure de leur développement, comme c'est le cas in vivo- 
On constate également que le développement des embryons torpilles peut s'arrêter une 
fois la maturation achevée, mais que cela n'est possible que si les ET sont assez 
nombreux dans le milieu. 
Cette série de résultats tend à confirmer L'hypothése émise au chapitre 3. 
Tout ce passe comme si les embryons torpilles matures produisaient un signal dans le 
milieu de culture signifiant "stop, il faut entrer en période de quiescence". Ainsi, le 
développement des embryons cesse et ils ne gennent pas. Cependant lorsque les 
embryons torpilles sont peu nombreux, il semble que la concentration de ce signal dans 
le milieu de culture ne soit pas assez élevée pour effectivement stopper leur 
développement. Les embryons matures commencent alors à germer et produisent un 
signai s i m a n t  "AUez, il faut que les cellules se vacuolisent et s'allongent". 
Or une cellule végétaie ne peut se diviser et s'allonger en même temps 
(Raven et col. 19927. Ce signal d'élongation émis dans le milieu de culture provoque 
donc l'arrêt de la division cellulaire au sein des embryons immatures, ce qui perturbe 
leur développement. Ce scénario pourrait expliquer le lien existant entre le nombre 
d'embryons torpilles produits, le pourcentage de germination en culture et l'arrêt du 
développement des embryons immatures. 
La figure S. 15B présente I'evolution des taux de respiration obtenus Ion de 
la cuvée B13. La concentration en oxygène dissous passe de 30 à 10 % entre 75 et 125 
heures. Le contrôleur ne parvient alors pas à maintenir la DO à 20 % car le mélange 
gazeux à l'entrée du bioréacteur (air) n'est pas assez riche en O2 pour combler la 
demande en oxygène des cellules. Ce problàne résulte de l'incapacité du système 
d'alimentation en gaz o foumir à la fois de l'azote et de oxygène lorsque deux réacteurs 
fonctionnent en même temps (ici B 12 a B 13). De fiiit dès 126 h, le bioréacteur B13 a 
été alimenté en oxygène pur, ce qui a permis à la DO de se stabiliser aux environs de 
20 % jusqu'à la fin de la culture, mis à part une diminution à 10 % de 180 à 220 heures 
La conantration en C a  du gaz de sortie augmente lentement de 0,s % à 
1,1% pendant les 6 premiers jours, puis se siabiiise pendant une trentaine d'heures. Elie 
enregistre ensuite un crwx de 175 à 200 heures puis se stabilise aux environs de 2,O % 
pendant le reste de la culture. 
Le CPR augmente progressivement pendant toute la durée de 
fonctionnement a passe ainsi de 0,s à 4,s m ~ . h - '  soit en moyenne 3 fois plus que lors 
de la cuvée B9. Le OUR est stable (0.19 rnhkh-' = OTRmax sous air) jusqu'à I+5. II 
augmente ensuite rapidement jusqu'à atteindre I'OTRmax sous O2 pur (1,l m ~ h - ' )  un 
peu avant I+7. Le OUR amorce ensuite une période d'oscillation entre les valeurs 1,1 et 
0,7 qui s'achève à 1+10. Le OUR se stabilise alors à OTRmax jusqu'à la fin de la 
culture. On constate donc que le système est en limitation d'oxygène (OUR est égal à 
OTRmax) pendant toute la durée de la culture, y compris entre 150 et 250 heures où il 
oscilie selon te schéma suivant: 
OUR= O'I'R,- = 
diminution de la DO diminution du OUR et augmentation de la DO 
augmentation du OUR 
OUR = 0- etc. 
Ce type d'osciuations a déja été observé chez Virs vimyera en bioréacteur 
(Pépin et coi. résultats non publiés). 
Début de germination 
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Figure 5.15: Graphique rkapitulatif de la cuvée B13 
(MCthode par paliers de densité, bioréacteur, inoc 5 g.~ '  ). 
On consuite à la figure 5.15B que le RQ est très élevé dès le début de la 
culture (3,s à I+O) puis diminue de I+S à 1+7 où il passe de 4'5 a 2'5. Le RQ augmente 
ensuite sur la deuxième moitié de la culture pour revenir à sa valeur inîtiaie (RQ = 4,s à 
I+14)- Ces valeurs de RQ supérieures à 1 traduisent la présence de la limitation en 
oxygène qui contraint les ceiiuies à utiliser un métabolisme fermentaire plutôt que 
respiratoue. Par ailleurs, les qcoz enregistres lors de Bl3 sont de 2 a 6 fois supérieurs à 
ceux enregistrés lors de B9. il semble donc que le métabolisme respiratoire des celIules 
change en fonction du nombre de cellules en culture. 
5.2.1-2.3 - Profil de croissance de la biomasse --------*-------*--------------------------------------------------.*-*- 
Les figure 5.148 et 5.14.C présentent l'évolution du poids sec, du nombre 
de cellule estimé7 et des taux de croissance spécifiques par rapport aux cellules au poids 
sec lors de B 13. Le a 1+9 est égal à 0,23 j1 contre 0'12 j-' lors de B9. La division 
cellulaire est donc plus importante lors des premiers jours de culture à la densité 
d'inoculation de 5 g.1-l. Les celiules ont également un poids sec moyen plus important 
(0,46 mg PS .(106 tell)" pour B 13 contre 0,10 mg PS. (~  o6 tell)-' pour B9 à I+9), ce qui 
confirme qu'elles sont plus vacuolées que lors de la cuvée B9. 
Les taux de consommations spticinques de la cuvée B13 sont globdement 
supérieurs à ceux de la cuvée B9 (annexes 13 et 11). A 1+9 par exemple, qcN03 = 885 
pmole.j'L.(106ce~)~L et q C -  = 263 Cmole.j~1.(l~6cell)-1 lors de B13 contre 86 
pmole.j-1.(106cell)-L et 205 pmole.j~L.(106cell)-L respectivement lors de B9. On constate 
de plus que le ~0:ëst totalement consommé i I+7 soit 9 jours plus tôt que lors de B9. 
Les taux de production en C a  sont de 4 à 6 fois supérieurs à ceux de B9, ce 
qui confimie la présence d'un métabolisme fermentaire plus important au sein de la 
culture B 13. Les rendements de consommation augmentent juqu'à 1+4 puis diminuent 
jusqu'à la fin de la culture, ce qui suit I'évolution de En 1980, Dougal et ses 
coilaborateurs aw*ent également démontre l'existence d'une relation du type Y,= f(p) 
lors d'une culture de cellules de carotte sauvage en présence d'un substrat limitant Le 
métabolisme des cellules serait en effi variable en fonction de Leur état physiologique, 
donc de leur taux de croissance (modèle de Nyholm). 
Ii existe un lien d i i  entre le pourcentage de germination en culture et le 
nombre d'embryons torpilles présents dans le milieu. Ce lien apparaît clairement à figure 
5.16 qui représente l'évolution du pourcentage de germination maximal en culture en 
fonction du nombre d'embryons torpilles produits pour toutes les cuvées effectuées lors 
de ce projet de recherche (flacons et bioréactews). On constate que plus il y a 
d'embryons torpilles dans le milieu de culture a moins on observe de germination en 
culture. Il est donc possible de limiter la germination en culture en maximisant le nombre 
de ET produits. 
On peut également allonger ou diminuer le temps de maturation des 
embryons en augmentant ou en diminuant la densité d'inoculation en embryons 
globulaires lors de la dernière étape du procide de production par paliers de densité. 
Ainsi, la qualité des ET produits est d'autant meiueure que la densité d'inoculation en 
embryons globulaires est élevée, mais le developpement des embryons est alon plus lent, 
ce qui augmente la durée des cultures. 
Dans notre cas, une densité d'inoculation de 10 g.l-l semble un bon 
compromis pour obtenir un maximum d'embryons de qualité en un minimum de temps 
(2500 ~ f . r n l - ~  en 6 jours en flacons agités, cuvée F9-t). Cependant, des densités 
d'inoculation de 5 g.1-1 ou moins ont été utilisées dans la suite du travail a h  de mieux 
déterminer l'impact des différents traitements sur la germination en culture. 
Nombre d'embryons produits (nb-ml-' ) 
Figure 5.16: Pourcentage maximai de germination en culture en fonction du 
nombre d'embryons torpüles produits. 
Les résultats de la cuvée B13 démontent que le taux de croissance 
spécifique d le métabolisme des cellules sont beaucoup plus élevés lorsqu'il y a moins 
de cellules en culture dans le milieu. Les cellules sont également plus vacuolées à 5 qu'à 
10 g d'embryons globulaires par litre 
5.a_2.-m 
De nombreux auteurs ont eu recours à l'acide abscissique afin de limiter la 
germination en culture lors de la production d'embryons somatiques in vitro. Chez 
certaines espèces comme les conBires, la prbence BABA dans le milieu de culture est 
même essentielie à la maturation des jeunes embryons. Cependant, la concentration 
employée et le temps d'ajout de I'ABA constituent des fiacteurs clef qui conditionnent la 
réussite du traitement. 
Deux séries d'expériences ont donc été effectuées afin de déterminer 
l'influence de différents traitements à I'ABA sur la germination en culture des embryons. 
Les traitements ont été e f f i é s  soit sur des suspensions celiulaires (méthode de 
production classique), soit sur des embryons globulaires (dernière phase du mode de 
production par paüas de densité). 
La figure 5.17 présente Piaauence du temps d'ajout et de la concentration 
en ABA sur la germination en culture et la production d'embryons. La figure S. 17.A se 
rapporte à des flacons inocules avec 1 g.1-l de cellules (en matière humide, lignée FP9S- 
1-8) d o n  que la figure 5.17B f& référence à des flacons inoculés avec 1 g.1-' 
d'embryons globulaires (matière humide, lignée FP95-123). Trois concentrations en 
ABA ont été testées, soit 1, 10 et 100 pM et les ajouts ont été effectués 0, 3 a 6 jours 
après I'inoculation- 
Chaque point expérimental représente la moyenne de 3 flacons agités de 50 
ml (volume utile de 25 ml). Au bout de 19 jours, les embryons torpilles d'apparence 
normale et les embryons germés ont été comptés. Les pourcentages portés au dessus de 
chaque colonne correspondent au pourcentage de germination en culture à 19 j pour 
chaque expérience- 
1 PM 10 pM 100 pM 
Concentration en ABA 
Figure 5.17: Influence du temps d'ajout et de Ia concentration en ABA sur In 
germination en culture et sur Ia production d'embryons. 
A: Méthode classique, B: Méthode par palliers de densité 
AputUABAautemps(inoc+O) 
A p d  dABA ru temps ( inoc + 3 ) 
A p u t  UABA au temps ( inoc + 6 ) 
Les vabuts exprimées en pawcantages correspondent au taux de germination 
L'ajout d'ABA dans le milieu inhibe la germination en culture des embryons 
quelque soit la concentration et le temps d'ajout, sauf lorsque 100 sont ajoutés à 
I+6 (3 % de germination contre O % dans tous les autres cas). Cependant, la présence 
d'ABA inhi'be également la formation des embryons et ce d'autant plus que la 
concentration est élevée et L'ajout préwce (pas d'embryons produits lorsque 100 (LM 
d' ABA sont ajoutés a IM). 
La présence d'ABA inhibe la formation des embryons globulaires qui a lieu 
entre I+O a I+4 environ. De ce fait, si I'apptication a Lieu avant que tous les embryons 
globulaires ne soient formés. la quantité totale d'embryons produits diminue. 
Au bout des 19 jours de traitement, une dizaine d'embryons torpilles ont été 
placés sur du milieu B5 solide afin de tester leur germinabiité. 100 % des embryons non 
traités ont produit des plantules alors qu'aucun des embryons traités à 1'ABA n'a germé, 
sauf ceux traités a 100w - I+6 (pourcentage de germination post-récolte de 20 %). 
Ces résultats confirment que le temps d'ajout est très délicat lors d'un 
traitement à I'ABA et qu'un ajout précoce provoque la dormance des embryons 
produits. Fujü et col. (1993) ont observé de même que la conversion en plantes des 
embryons somatiques d'alfalfa après récolte est inhibée lorsque la concentration en ABA 
augmente dans le de maturation. Ils ont également constaté qu'en présence 
d'AB& la croissance des embryons s'arrête et la germination est inhibée. 
L'exemple des cuvées B9 et BI2 démontre que la méthode de production 
par paliers de densité limite par elle même la gemilliation en culture. De même ici, on 
constate que les embzyons produits par MPD n'ont pas germ6, qu'ils soient ou non 
traités à I'ABA De ce f%t, 1 n'est pas possible de déterminer i'influence de PABA sur la 
germination en culture lors de cette série d'expériences. 
II apparaît cependant que rajout d'ABA dans le milieu de culture inhibe la 
formation des embryons torpiiles dans tous les cas sauf lorsque 1 pM d'ABA est ajoutée 
à I+6. De même que précédemment, le nombre d'embryons torpüles produits est 
d'autant plus bas que la concentration est élevée et l'ajout précoce. En EUt, il semblerait 
que I'ABA inhibe la division et l'élongation cellulaire @aven et col. 19929. II n'est 
donc pas surprenant que les pourcentages de conversion des embryons globulaires en 
embryons torpiiles diminuent en présence d' ABA 
L'observation microscopique des suspensions embryonnaires a révélé que 
les embryons traités à 1% présentent moins d'anomalites que les autres au moment de 
la recolte. Au bout des 19 jours de traitement, une partie des embryons produits ont été 
placés sur du milieu B5 solide afin de tester leur genninabilité- 100 % des embryons 
testés ont germé, quelque soit le traitement utilisé. Les plantules issues des embryons 
traités par 1 p.M à I+3 semblaient néanmoins de meilleure qualité que les autres, y 
compris celies issues d'embryons non traités. 
La présence dABA dans le milieu de culture, aux concentrations et aux 
temps d'ajouts utilisés, a effectivement supprime le phénomène de germination en 
culture en mode de produciion classique. Cependant, à une exception près, la présence 
d7ABA dans le d e u  de culture provoque une diminution de 50 à 100 % du nombre 
d'embryons torpilles produits, et ce aussi bien en mode de production classique que par 
la méthode des paliers de densité. 
Ces expériences ont igalement prouvé que l'ajout 6ABA inhibe la 
formation des embryons giobulaires et peut provoquer la dormance des embryons 
produits selon la méthode classique. Par contre, aucun phénomène de dormance n'a été 
observé en ce qui concerne les embryons produits par la méthode des paliers de densité. 
A la vue de ces résultats, ü a été décidé de ne pas poursuivre les expériences 
avec l'acide abscissique. Il semble en effkt presque impossible de pouvoir situer avec 
précision à quel moment il faut appliquer le traitement pour ne pas inhiber la production, 
ne pas provoquer la domance et empêcher tout de même la germination. 
D'apres les travaux de Zwd (1988) effectués sur des embryons zygotiques 
excisés, la concentration en fer du milieu aurait une influence décisive sur la survie et Ie 
pourcentage de conversion des jeunes embryons. D'autre part, des expériences 
préliminaires effectuées en flawns et en bioréacteurs (cuvée B4) ont démontre une 
influence de la concentration en Fe-EDTA du milieu sur le pourcentage de germination 
en culture, 
Une série d'expériences a donc été menée afin de préciser l'effet du 
Fe-EDTA sur le développement des embryons somatiques de carotte in vitm. Deux 
milieux de culture ont ainsi tté utilisés, soit le milieu de production classique qui 
contient O, 1 mM de fer et le même milieu sans Fe-EDTA 
Tableau 5.9: Effet du FoEDTA dans le milieu de culturc sur le nombre 
d'embryons produits et sur le pourcentage de germinatioa en culture en flacons 
Procédé & 
1 production clizsique 
Procédé par poliers 
de densitk 
sans FeEDTA 
SOU& FP95-1-8 i 1 fl 
avec Fe-EDTA 
sans Fe-EDTA 
sou* -5-td 8 10 fl 
Nb mam 
d'embryons 
torpi2Ies /ml  
5.2.3.1, Eroériences en flacons aairés 
Le tableau 5.9 présente l'effet de la présence ou de L'absence de Fe-EDTA 
dans le milieu sur le nombre d'embryons et les pourcentages de germination obtenus en 
flacons agités. Les d o ~ é e s  relatives au procédi de production par paliers de densité se 
rapportent à la dernière phase du procédé, soit la conversion des embryons globulaires 
en embryons torpüles. 
En flacons agités, la présence de Fe-EDTA dans le milieu n'a pas d'influence 
sigdïcative sur la germination en culture, et ce quelque soit la mithode de production 
utilisée. Par contre, Le nombre d'embryons torpilles produits est 46 % supérieure en 
absence de Fe-EDTA par la miihode des paliers de densité alors qu'il n'a aucun &et 
sur la production en MC. 
Ce résultat indique que le FeEDTA inhibe! la maturation des embryons 
globulaires en embryons torpilles mais qu'il n'a pas d'effet négatif sur la production des 
embryons globulaires. Z@d (1988) avait pour sa part déterminé que la présence de fer 
dans le milieu de culture inhibe Ie passage du stade globulaire au stade coeur des jeunes 
embryons excisés (sortis de l'enveloppe de la graine avant leur maturité). 
Le tableau 5.10 présente le nombre d'embryons et les pourcentages de  
germination obtenus en bioréacteur en présence ou en absence de Fe-EDTA dans le 
milieu. De même que précédemment, les données relatives au procédé de production par 
paliers de densité (cuvées B9 et B10 respectivement) se rapportent à la seule phase de 
maturation des embryons globulaires en embryons torpilles. 
Tableau 5.10: Effet du FoEDTA dans le müieu de culture sur le nombre 
d'embryons produits et sur le pourcentage de germination en culture en 
bioréacteur. 
avec Fe-EDTA 
souche Sm-n-8 i 10 gll 
sans Fe-EDTA 
souche Sm-II-13 i 10 @l 
avec Fe-EDTA 
zaictit ms-Id i 10 fl 
sans Fe-EDTA 





G e m  en culture 
En bioréacteur, la présence de Fe-Q>TA dans le milieu de production 
augmente significativement le pourcentage de germination en culture quelque soit le 
mode de production utilisé. En fait, le pourcentage de germination est multiplié par 4 et 
par 2 en MC et MPD respectivement en presence de Fe-EDTA Comme en flacons, on 
constate qu'avec la méthode par paliers de densité, la production d'embryons est 
multipliée par presque 3 lorsqu'on retire le Fe-EDTA du milieu de culture lors de la 
maturation des EG 
La présence de Fe-EDTA daas le milieu affecte les pourcentages de 
germination en culture en bioréacteur mais pas en fiacons agités. La concentration en 
oxygène dissous du milieu constitue donc un paramètre important lorsqu'on étudie 
l'influence du Fe-EDTA sur la germination des embryons- Ce Lien entre le fer et le 
métabolisme respiratoire n'est par ailleurs pas surprenant puisqu'il entre dans la 
composition de tous les cytochromes de la chatne respiratoire. 
Afin d'en savoir plus sur l'influence du Fe-EDTA sur le métabolisme 
respiratoire des embryons, regardons plus en details le déroulement de la cuvée B 10. 
5-2.3 -2-2. Cuvée B 10 **-****----------------------------- 
Parallèlement à la culture témoins @9), une cuvée sans Fe-EDTA a été 
opérée (B 10) afin de déterminer i'effet de cet élément sur la germination en culture. B 10 
a été opéré dans les mêmes conditions a en même temps que B9, avec le même 
inoculwn et la même densité d'inoculation. 
Profils d'amm-tion des embvons et germination en culturee 
La figure 5.18.A présente les profils d'apparition des différentes classes 
d'embryons lors de la cuvée BI0 (sans Fe-EDTA). La culture est très bien synchronisée 
et présente très peu de blocages développementaux. De fait, le pourcentage de 
conversion des embryons globulaires en embryons torpilles atteint 72 % à I+30 contre 
28 % lors de B9. La maturation des embryons globulaires s'étend sur une plus longue 
période en absence de Fe-EDTA puisque le nombre maximal d'embryons torpilles est 
atteint à I+30 lors de BlO soit 14 jours plus tard que lors de B9. 
Le pourcentage maximal de germination en dture est presque dix fois 
ùiférieur à celui observé lors de B9 (3 % et 28 % respectivement au bout de 23 jours). 
La présence de Fe-EDTA dans le milieu de culture semble donc augmenter 
significativement le pourcentage de germination des embryons matures dans le 
bioréacteur- 
La figure 5.19.A prisente l'évolution des taux de respiration lors de la cuvée 
B10. Sans entrer dans les détds le OUR augmente progressivement au cours de la 
culture mais, contrairement à ce qu'on observe dans le cas de B9, le OTRrnax n'est 
jamais atteint. Ceci indique que le métabolisme respiratoire des celiules est Uifirieur en 
absence de Fe-EDTA Par ailleun, les qcm relevés au cours de B10 sont 10 % à 40 % 
inférieurs à ceux enregistrés lors de B9 (voir annexes 14 et 11). Quant aux rendements 
de consommation en oxygène, ils sont en moyenne 40 % supérieurs à ceux enregistrés 
lors de B9. 
Le CPR augmente lui aussi tout au long de la culture mais il atteint 
seulement 0.9 rnMh-' à I+30 dors qu'il atteignait 1.6 rnh4-h-I à I+23 lors de B9. La 
valeur de RQ maximale relevée lors de B10 est 1,7 soit à peu près la même que celle 
relevée lors de B9. On en déduit que le Fe-EDTA agit plus sur l'intensité respiratoire de 
la culture (volume de CO2 rejeté par 1 g de poids sec en une heure) que sur le 
métabolisme respiratoire en lui-même. 




Fi y r e  5.18: Résultats de production de la cuvée BI0 
(Méthode par pPüem de densité, biorhcteur, inoc 10 g.l-l , sans FcEDTA). 
Profil de wois.uutce & la biomasse. comommation des mtriments 
Les figures 5.18B et 5.18.C présentent i'évolution du nombre de cellules, 
du poids sec, de a de $" au cours de la cuvée B10. L'accroissement du nombre de 
cellules est linéaire et non pas exponentiel ce qui semble indiquer que la culture est 
probablement en limitation vis-à-vis du Fe-EDTA Le poids sec moyen des cellules 
passe de 0,15 mg.(106 ceIl)-' à 0,08 mg.(106 tell)-' de I+O à 1+9 puis se stabilise à 0'12 
mg.(106 tell)-' de I+16 a I+34. En fin de culture, les ceilules embryonnaires sont donc 
1,s fois plus légères que lors de B9. 
Le présente un pic a I+6 (0,l6 j-3 puis diminue lentement jusqu'à la fin 
de la culture. Les taux de consommation spécifiques des nutriments principaux 
diminuent également de I+6 à I+34 comme si le métabolisme des embryons diminuait 
progressivement pour finalement s'arrêter une fois la maturation achevée (voir à 
l'annexe 14). On notera que les concentrations du milieu de culture en Mt', NO;* et 
~ 0 2 -  lors du premier échantillonnage (Hl) sont très différentes de celles enregistrées 
lors de B9 (voir fig. 5.1 1.C et 5.19.C). On a en effet [NH(7 1+1 = 14,2 mM et 5,s rnM 
lors de B9 et B 10 respectivement, @5103î RI = 24,7 mM et 17,2 mM lors de B9 et B 10 
respectivement et finalement   PO?^ rcl = 0,8 m M  et 0,4 mM lors de B9 et BlO 
respectivement. Ces écarts ne peuvent pas être dus à une erreur dans la préparation du 
milieu de B 10 puisque la même solution mère de macronutrhents (qui contient les ions 
m, NO3- et PO:] a été utilisée pour les deux milieux de culture. 
Certains des échantillons ont été analysés une seconde fois pour retrouver 
des résultats similaires. On ne peut donc probablement pas non plus attribuer ces 
variations de concentrations à I+l à une erreur lors de la calibration ou du 
fonctionnement de I'HPLC. En dernier recours, il faut donc envisager soit une erreur 
lors de la préparation des échantillons en vue de l'analyse, soit que les cellules aient put 
consommer les ions disparus entre le moment d'inoculation et le premier échantillonnage 
24 heures plus tard. Cette consommation brutale serait inexpliquée. Quoi qu'il en soit, ii 
est difncile de déteminer si cette concentration en ions inférieure a pu influencer les 
pourcentages de gennlnation en culture et le comportement générai de la culture B 10. 
Figure 5.19: Graphique récapitulatif de la cuvée B10 
(Méthode par paliers de densité, biorkteur, inoc. 10 g.rl, sans FtED TA). 
Les résultats présentes dans cette ~ o u s - ~ o n  démontrent que la présence 
de Fe-EDTA dans le miIieu de production inhi'be significativement la maturation des EG 
en ET- Par contre, le Fe-EDTA n'a apparemment pas d'influence sur la production des 
embryons globulaires. Il appanût également que la durée de maturation des embryons 
est plus longue en présence de Fe-EDTA 
Les cellules embryonnaires sont moins grosses en absence de Fe-EDTA et 
leur métabolisme nutritionnel tout comme leur intensité respiratoire sont infneurs à 
ceux relevés en présence de Fe-EDTA II apparaît que l'élongation des cellules est 
inhi'bée, ce qui Iimite à la fois la taille des cellules et fa germination en culture- Steward 
et col. (1958) ont déjà prouve que les concentrations relatives en fer, molybdène et 
manganèse des milieux de culture avaient une innuence directe sur le processus de 
différenciation des cellules7 et modulaient, entre autre, leur élongation ou leur division. 
Chez les plantes, c'est la pression exercée par la vacuole sur la paroi pecto- 
cellulosique qui permet l'augmentation de la taille des cellules. De ce fgt, l'élongation 
est toujours accompagnée d'une augmentation de la taille de la vacuole. Or, si on place 
des cellules végétales dans un milieu de culture riche en molécules plasmolysantes, la 
vacuole se vide par le processus d'osmorégulation et les ceilules restent dors de petite 
taiue @as d'élongation). 
Ces propriétés anti-élongation des solutions à faible potentiel osmotique 
peuvent être utilisées afin de créer une barrière mécanique à la germination des 
embryons cultivés in vitro et des graines (voir le paragraphe 2.5.3.2). Au cours de ce 
projet de recherche, un &eu de culture enrichi en sucrose (90 g.l-l soit environ 0,3 
osmoles au Lieu de 30 g.1-1 qui correspond à 0,l osmoles) a été utilisé dans le but de 
tester l'influence d'un traitement à haute pression osmotique sur la germination en 
culture- 
- - 5.2.4-1- lbenences en flacons amtés 
Le tableau 5.1 1 présente la production en embryons et les pourcentages de 
germination en culture obtenus en flacons agit& en présence de 30 ou 90 g.1-' de 
sucrose dans le milieu. Les données relatives au procédé de production par paliers de 
densité se rapportent à la dernière phase du procédé, soit la maturation des embryons 
globulaires en embryons torpiiies. 
Le fàit de placer les embryons dans un milieu riche en sucrose (potentiel 
osmotique fiible) permet de supprimer totalement le phénomène de germination en 
culture, et ce quelque soit la méthode de production utilisée. 
Par la méthode de production classique (inoculation en cellules) le nombre 
d'embryons torpilles produits est 76 % *rieur en présence de 90 g-l-' de sucrose par 
rapport au milieu de production conventiomel(30 gl-' de sucrose). Inversement, par la 
méthode des paliers de densité, le nombre d'embryons produits est presque 4 fois 
supérieur à 90 g.l-l qu'à 30 de sucrose. Ainsi, un milieu à bas potentiel osmotique 
inhibe Ia formation des embryons globulaires mais favorise la conversion des embryons 
globulaires en embqms torpiiies. 
Zwd en 1988 a également déterminé que les embryons globulaires excisés 
ont un taux de conversion supérieur lorsqu'ils sont placés dans un milieu riche en 
sucrose (de 50 à 200 g.1 'l). 
Tableau 5-11: Effet de deux concentrations en sucrose du milieu de culture sur la 
production d'embryons torpilles en flacons agités. 
Procédé & 
prdct ion c l m p e  
(n = 3) 
Pr&é par paliers 
de demité 
(il = 2) 
Sucrose 30 g/L 
iarc& FP9SI-8 i L %f 
d'emhyons 
torpilles /ml 
Sucrose 30 gll 
mchc FP95I-19 a 5 @l 
g e m  en culture 
Sucrose 90 g/L 
h FP951-22 i 5 fl  
5.2.4.2. W n ' e n c e  en bioréactm: cuvée B15 
Une cuvée en bioriacteur à 90 gl-' de  sucrose (B 15) a été opérée afin de 
déterminer l'effet de Posmoianti du milieu sur la germination en culture des embryons. 
BI5 a été opéré dans les mêmes conditions que B13, avec le même taux d'inoculation. 
Le tableau 5.12 présente la production en embryons torpilles et les 
pourcentages de germination obtenus en bioréacteur en présence de 30 ou 90 g.1-' de 
sucrose dans le milieu (cuvées B 13 et B 15 respectivement, taux d'inoculation de 5 g.1-' 
en matière humide).. 
Le pourcentage de germination en cuiture passe à O ./O en présence du milieu 
à bas potentiel osmotique. De plus, le nombre d'embryons torpiiies produits est 43  fois 
supérieur à 90 g.1-' de sucrose qu'avec le milieu de production classique. 
La figure 5.20.A présente les profils d'apparition des dinérents stades 
embryonnaires au cours de la cuvée B15. On constate que de jeunes embryons 
cordiformes sont présents dans l'inoculum suite à un problème lors de la filtration. On 
peut délimiter 4 périodes distinctes lors de la cuvée BIS, soit jusqu'à It6 une longue 
période de latence (LI), de 1+6 à 1+9 le passage des embryons du stade globulaire au 
stade cordiforme 01)' de I+9 à I+l 1 une deuxième période de latence (L2) et de I+11 à 
I+13 le passage des embryons du stade cordiforme au stade torpille (D2). 
Tableau 5.12: Effet de deux concentrations en sucrose du milieu de culture sur la 
production d9embcyons torpüla en bioréacteur. 
Procédé par paIiers 
de &mi-té 
d'embryons 
topilles / ml 
Sucrose 30 g/L 
d FP9SL-19 i 5 g/l 
germ. en mlture 
La synchronisation de la culture est exceliente puisque la conversion des EC 
en ET ne commence que lorsque tous les embryons globulaires sont parvenus au stade 
coeur. Le pourcentage de conversion des EG en embryons torpilles atteint 92 % lors de 
B15 alors qu'il n'est que de 23 % lors de B13. Notons que la conversion aurait sans 
doute été complète lors de B 15 si la culture avait été prolongée de quelques jours. 
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Figure 5.20: Résultats de production de Ia cuvée BIS 
(Méthode par paliers de densité, bioréacttur, hoc. 5 g.rl, 90 g.rl de sucrose). 
Ains'i les blocages developpementaux sont presque înexistants lorsqu'on 
travaille avec une population synchrone d'embryons. Ce phénomène a déjà été décrit 
chez la carotte par Molie a collaborateurs (1993). 
Cette méthode de synchronisation mécanique de la producti*on d'embryons a 
permis d'augmenter le pourcentage d e  conversion des EG en ET jusqu'à 90 % au bout 
de 21 jours de production, De plus, les embryons produits ont un taux de conversion en 
plantule de 77 %' ce qui démontre leur excellente qualité. 
CalcuLF rqiroDlibiques 
On constate a la figure 5.21B que la M) n'est pas égale à 20 % sur toutes 
a durie de la cuvée B 15. Sans entrer dans les détds, on peut néanmoins signaler le fait 
que de I+û a I+3, le gaz à l'entrée du bioréacteur (air) n'est pas suffisamment riche en 
oxygène pour combler la demande en oxygène des cellules (deux bioréaaeurs étaient 
alors en fonctionnement en même temps dont un qui était alimenté en azote, ce qui 
rendait provisoirement impossible I'e~chissernent du gaz d'entrée de B 15 en Oz). A 
I+4, une coupure de l'alimentation en air provoque un pic de DO pendant quelques 
heures (alimentation en Oz pur). La DO se stabilise ensuite à 20 % jusqu'à I+lO puis 
oscille autour de 20 % jusqu'à la fin de la culture. 
Le OUR est stable à 0'2 MY' pendant les premières 75 heures (OUR = 
O& sous air) puis augmente progressivement lorsque la disponibilité en oxygène 
devient plus grande jusqu'à atteindre 1'1  MY' (0% sous &) à 1+10. Le OUR 
oscille ensuite selon la relation déjà évoquée au paragraphe 5.2.1.2.2. Les cellules sont 
donc en limitation en oxygène de I+O à I+3 puis de I+10 à I+12. Cette Iunitation est 
confinnée par les valeurs de RQ mesurées lors de la cuvée, soit 2,s en début de culture, 
à peu près 1,O à I+5 et 2'0 à I+12. L'apparition massive des embryons torpilles dans le 
milieu (periode D2) coacide justement avec la deuxSrne période de limitation en 
oqgène. L'augmentation du nornbre de cellules lors de la formation des embryons 
torpilles provoque une augmentation du OUR jusqu'à ce que le 0% soit atteint. 
Les qCm relevés lors de B 15 en ümitation d'oxygène sont en moyenne 3 fois 
supérieurs au qca maximum enregistre lors de B13, et 9 fois supérieurs au qcoz 
maximum observe lors de B9 (qcozm= 7.3; 2.3 et 0.8 rnmole.(l~~ dl)-' pour B 15, B 12 
et B9 respectivement). Cette consommation supérieure en oxygène s'explique par les 
besoins énergétiques accrus des celIuies pour lutter contre l'effet plasmolysant du milieu. 
Les cellules doivent en ef& lutter contre le gradient de concentration en sucrose pour 
pouvoir conserver l'eau dont elles ont besoin pour survivre (processus 
d'osmoregulation). Le métabolisme de base des cellules est donc supérieur à 90 de 
sucrose qu'a 30 g.l-l, ce qui explique les besoins accrus en & des cellules. 
Le nombre maximal d'embryons produits est plus important en bioréacteur 
qu'en flacons lorsque l'osmolarité du milieu de production est élevée (1384  ET.^' et 
405 ~ f . m l - '  pour BIS et FIS-r respectivement). Au contraire' la production est 
supérieure en flacons agités lorsque l'osmolarité du milieu de production est plus basse 
(voir les résultats de B 13 et F 13-r). Ce résultat indique que la DO la plus favorable à la 
maturation des embryons globulaires varie selon la pression osmotique du milieu (DOrv 
> 20 % à 30 g.1-1 de sucrose et DOr, voisine de 20 % à 90 g.1-' de sucrose). 
Profit de croilrsance clc la biomasse 
Les graphiques 5.203 et 5.20.C présentent l'évolution du nombre de 
cellules, du poids sec, de )<"U et de )iC lors de la cuvée B K  A I+12, on dénombre 
26 x 106 cellules par ml contre 12 x 106 cellules par ml lors de B13. Ainsi, 
p - w  = 0,2 1 J1 lors de B 15 au lieu de O, 17 jœl lors de la cuvée B 13. La division cellulaire 
est donc favorisée en présence du milieu à bas potentiel osmotique. 
Figure 5.21: Graphique &pitulatif de la cuvée BI5 
(Méthode par piliers de densité, biorisctcur, inoc 5 gJ1, 90 gel-' de sucrose). 
Lors de la cuvée BIS, l'accroissement du nombre de cellules n'est pas 
exponentiel et p"U comporte deux pics, le premier à I+8 (1,09 j-pet le second à I+12 
(0,59 j"). Ces pics corncident respectivement avec la période de conversion des EG en 
EC (Dl) et avec la conversion des EC en ET 0 2 ) .  pp présmte également deux pics, 
mais ils sont totalement décalés par rapport aux pics de flU et coïncident avec les 
périodes de latence L1 et L2. En conséquence, le poids sec moyen des cellules augmente 
lors de LI et L2 et diminue drastiquement lors de Dl et D2. Ainsi, le poids sec moyen 
des cellules d'embryons torpilles représente la moitié du poids sec moyen des cellules 
d'embryons globulaires. 
De plus, le poids sec final des cellules est 70 % et 25 % inférieur à ceux 
enregistrés lors de B13 et B9 respectivement. Le poids sec moyen (donc la taille) des 
cellules est inférieur lorsqu'elies sont a contact avec un milieu de culture à bas potentiel 
osmotique, ce qui confinne le rôle "anti-élongation" de ce type de milieu. 
Ces résultats révèlent que la production de poids sec ralentit au moment où 
la culture connaît des pics de production de cellules. Le gain de poids sec est donc 
découplé de la division chez les cdules embryonnaires: elles effectuent tout d'abord un 
cycle d'élongation pendant lequel le poids sec des cellules augmente (poids d'un million 
de cellules qui passe de 0.29 mg à 0.78 mg de I+l à I+6) puis elles entament un cycle de 
division pendant lequel la taille et le poids sec des cellules diminuent (poids d'un million 
de celiules qui passe de 0'78 mg à 426 mg de I+6 à I+9). Une fois cette période de 
division achevée, les cellules amorcent une nouvelle phase d'élongation (de I+9 à I+l 1) 
puis un dernier cycle de division (de I+l 1 a I+13) jusqu'à obtenir un embryon torpille. 
Cette évolution est identique à celle des cellules indifférenciées des 
bourgeons et des apex racinaires qui procèdent également à des étapes successives de 
multipiication et d'élongation v o n  et col. 1985). De même in ovulo, les cellules 
embryonnaires procèdent d'abord à une série de divisions cellulaires très rapides sans 
élongation (stade globulaire) puis le rythme des divisions ralentit et les cellules 
commencent à se différencier et a se vacuoler (stade torpille) (Raghavan et col, 1980). 
Notons de plus que les embryons globulaires en limitation de 0 2  cessent de 
se diviser dors que les embryons cordiformes en limitation de Oz peuvent poursuivre 
leur développement jusqu'au stade torpille. Il semble donc que la DO Iunite en deçà de 
laquelle la division cellulaire est inhibée diminue au nir et à mesure du développement 
des embryons. 
Les taux de consommation spécifiques par rapport aux cellules mesurés lors 
de la cuvée BIS et les rendements de consommation correspondants sont présentés à 
l'annexe 15. Pendant LI, les ceNules consomment des nutriments sans qu'il y ait de 
divisions et le métabolisme est alors orienté vers l'élongation. Les qcs sont alors très 
faibles (limitation en oxygène) mais augmentent rapidement au début de D l  (de I+6 à 
I+7). 
Le ratio qCw / qcN- passe de 3'4 à 0'9 de I+2 à 1+7 puis se stabilise à 0,9 
pendant tout le reste de la culture. Si l'on co&onte ces données avec l'évolution du 
poids sec moyen des cellules, on constate que le ratio qCm4 / qCW est supéneur à 1 au 
moment ou les cellules sont en élongation puis qu'il devient inférieur à 1 a peu près au 
moment ou les d u l e s  entrent en phase de division (arrêt de l'élongation)- Ces résultats 
entrent en contradiction avec ceux de toutes les autres cuvées effectuées lors de ces 
travaux. Lors de B9 par exemple, le ratio qCm4 / est supérieur à 1 lorsque les 
cellules se divisent et inférieur à 1 lorsqu'elles sont en élongation- 
II apparaît donc que la consommation des différents ions est modifiée 
lorsque les cellules sont soumises à une pression osmotique élevée. En 1980, 
Ravaghavan et son équipe avaient déjà établi que la perméabilité des membranes 
cellulaires aux différents ions est modifiée à osmolarité élevée- On constate dans le cas 
de la cuvée BIS que le pH est beaucoup plus basique que lors des autres cuvées @H 
supérieur a 7 lors de B15 et inférieur à 5,s lors de B13 par exemple)* Ce résultat 
implique que de nombreux ions H' ont été absorbés par les cellules lors de leur 
processus d'adaptation aux conditions plasmolysantes* Cette redistribution des ions H' a 
modifié le fonctionnement des pompes ATPases et donc, par la même occasion, la 
perméabilité des membranes aux ions NHi+ et N W  
On constate donc que le ratio qcNH( / qCN03 n'indique que partiellement l'état 
physiologique des cellules en culture. Woublions pas qu'en periode de &ess (par 
exemple a haute pression osmotique) le métabolisme cellulaire doit s'adapter pour 
assurer la survie des ceiiules. Daas notre cas cette réponse métabolique au stress est 
favorable à i'embiyogdse somatique- Bien que les mécanismes impliqués nous soient 
inconnus, on peut néanmoins soupço~er que l'AB4 aussi appelée "hormone du 
stress", y joue un des premiers rôles ( M o  a col. 1995, Raven et col. 19921. 
Notons pour finir que le passage du ratio qcm4 / qc~m en dessous de 1 (à 
I+7) coincide avec le début de la consommation des sucres dans le miiieu de culture et le 
déclenchement de la division des cellules. Il semble donc qu'un blocage métabolique ait 
été levé aprés 7 jours de culture. 
Les différentes expaiences men&~ en flacons agites et en bioréacteurs ont 
démontré l'efficacité d'un traitement des embryons à haute pression osmotique pour 
éliminer la germination en culture. De plus, L'augmentation de la concentration en 
sucrose du milieu de culture a améliore la synchronisation de la production des 
embryons et permis de multiplier par deux la productivité de la methode par paliers de 
-L -1 densité (106 ET.&.J' à 90 g.~l de sucrose contre 51 ETml .J à 30 g.l-l de sucrose). 
Les embryons produits à haute pression osmotique (90 g.~ '  de sucrose soit 
environ 0.3 osmole) possèdent des aiiules moins vacuolées a de plus petite taille par 
rapport à ceux cultivés dans le milieu conventio~el(30 g.1-1 de sucrose soit environ 0,l 
osmole). De ce f& ils sont morphologiquement très semblables aux embryons 
rencontrés in v h .  
L'excellente synchronisation de la culture a pennis de déterminer que la 
maturation des embryons comporte plusieurs phases d'élongation et de division 
distinctes. Il est égaiement apparu que le métabolisme nutritionnel et respiratoire des 
cellules en division et en élongation est très différent- 
En conclusion, on obtient à haute pression osmotique une meilleure 
régulation de l'embryogenèse et de la germination chez la carotte. Rappelons que dans 
la nature, l'embryon est soumis lors de son développement à des pressions osmotiques 
élevées, de l'ordre de 0.5 osmole, ce qui correspond à environ 130 g.1-' de sucrose (Zvd 
1988, Ryczkowsky 1969, Wang et col. 1987 et Yeung et Brown 1982). En augmentant 
la concentration en sucrose du milieu de production, il est possible de diminuer l'écart 
entre les conditions de cultures in vivo et in vitro, ce qui permet aux embryons cultivés 
de poursuivre un développement identique à celui des embryons in vnto (Finkelstein et 
Crouch 1985). 
Les résultats présentes dans cette section ont démontré L'existence d'un lien 
direct entre le nombre d'embryons torpilles produits et le pourcentage de germination en 
culture. Ainsi, toute modification du procédé de production qui conduit à un meilleur 
taux de conversion des EG en ET contibue à éliminer le phénomène de germination en 
culture. 
Ainsi, l'utilisation du procédé par paliers de densité permet de doubler le 
pourcentage de conversion des EG en ET (15 % et 28 % en MC et MPD 
respectivement), ce qui s'accompagne d'une diminution par 3 du pourcentage de 
germination en culture (85 % et 28 % en MC et MPD respectivement). De même avec 
la méthode par paliers de densité, Paugmentation de la densité d'inoculation en EG, 
l'élimination du Fe-EDTA et l'augmentation de la concentration en sucrose dans le 
milieu de production lors de la phase de maturation des EG permettent de produire plus 
d'embryons torpilles et donc de limiter la germination en culture en bioréacteur. 
Les résultais obtenus en flacons agités en MPD démontrent également que 
le pourcentage de conversion des EG en ET est supérieur lorsque la DO est supérieure à 
20 %, ce qui entraûie des pourcentages de germination avant récolte inférieurs à ceux 
des cuvées en bioréacteurs. De tous les traitements testés lors de ce projet de recherche 
pour limiter la germination en culture, l'utilisation d'un milieu de production enrichi en 
sucrose (90 g I L  au lieu de 30 g.l-4 a donné les résultats les plus intéressants puisque le 
nombre d'embryons torpilles produits en bioréacteur a été multiplié par 4,s et que le 
pourcentage de germination a chuté à O %. 
6. SUGGESTIONS p o ~ s  TRAVAUX FUTURS 
Les résultats de ces travaux ont permis de dégager un certain nombre de 
tendances susceptibles d'améliorer la qualité des embryons produits par la méthode des 
paliers de densité. 
Il appmAt, entre autre, que les besoins respiratoires et nutritionnels des 
MPE et des embryons sont très différents. Par exemple, la formation des EG doit plutôt 
se faire à 20 % de DO où la division des d u l e s  non embryogènes est inhibée alors que 
la maturation de ces embryons globulaires est stimulée en présence d'une concentration 
en oxygène dissous plus élevée. 
Tableau 5.13: Suggestion de coaditions d'opérations iors des différentes phases de 
production en MPD. 
Phase cleprcxikction des Phaw de mafuranonon das 
EG EG en ET 
Taux d'inoculation 
(matière humide) 
FeEDTA oui non 
Sucrose 30 g.1-1 90 g.l-l 
Stérilisation du milieu par filtration par autoclavage 
La présence de Fe-EDTA dans le milieu de production est nécessaire a la 
formation des embryons globulaires mais inhibe leur développement en embryons 
torpilles. De même, une augmentation de la conantration en sucrose du milieu de 
production inhibe la formation des EG mais entraihe un meilleur taux de conversion des 
EG en ET. Il apparaît égaiement que la stérilisation du milieu par autoclavage stimule la 
maturation des EG mais inhibe celle des MPE, 
Ainsi. si on scinde grossièrement le procédé de production par paliers de 
densité en deux étapes, soit une phase de production des EG et une phase de maturation 
de ces EG en embryons torpilles. on peut dégager quelques tendances qui permettraient 
d'adapter un peu mieux les conditions de cultures aux besoins des différents stades 
embryonnaires (tableau 5-13). 
Bien sur, tous ces paramètres de cultures devraient être optimisés pour les 
deux phases de production, ce qui pourrait être f%t par modélisation- 
5.3. ENCAPSULAITON DES EMBRYONS ET GERMINATION 
POST-RECOLTE 
A la sortie du bioréacteur, les embryons somatiques sont diflticiles à 
manipuler en raison de leur petite taille et de leur fiagilité- Afin de palier à cet 
inconvénient, les embryons peuvent être enrobés dans une matrice assurant leur 
protection a éventuellement leur alimentation lors de la germination. 
Parmi les nombreux supports à I'encapmlation disponibles, l'alginate de 
calcium semble partidèrement approprié parce qu'il n'est pas toxique pour l'embryon, 
que son utilisation et sa préparation sont aisées a non stressantes pour les cellules et 
que son coût de revient est faible (Bazi.net, 1994). 
5.3.2. TAUX DE GERMINATION FiT DE CONVERSION POST-&CO~.TE 
Le pourcentage de conversion des embryons somatiques en plante dépend 
d i e m e n t  de la qualité des embryons elle-même reliée aux conditions de culture 
pendant chaque étape du développement embryomaire (Redenbaugh et col. 198 8). 
Ainsi, les pourcentages de germination et de conversion en plantes des embryons 
indiquent clairement si le procédé de production utilisé est bien adapté à leurs besoins 
tout au long de leur développement. 
Après leur récolte, des embryons ont éte encapsules stérilement dans des 
billes d'alginate de calcium selon la méthode décrite à la section 3.7. Les embryons 
encapsulés ont ensuite été rincés puis placés soit sur de la gélose (milieu BS dilué de 
moitié avec 8 g.l-l Gagar) ou en sol reconstitué (Tubs stérile). 
Le taux maximal de gemhabon sur gélose varie de 96 4 % pour les 
embryons produits par la méthode classique (lignée SP29, 18 jours après le semis) à 
100 % pour les embryons produits par paliers de densité (lignée FP95, 18 jours après le 
semis). Les pourcentages de germination des embryons nus (non-encapsulés) sur gélose 
sont de 100 % pour les deux procédés de production, mais ces taux élevés sont 
probablement dus au phénomène d'embryogenèse secondaire dans le cas des embryons 
produits par la méthode classique- 
Les pourcentages de conversion en plante (apparition des deux premières 
vraies feuilles) sont de 100 % quelque soit la méthodes de production utilisée. 
L'encapsulation a cependant penis d'obtenir des plantdes de meilleure qualité que 
celies issues des embryons non encapsulés. Les plants issus d'embryons encapsulés 
avaient le même aspect général que les plants témoins (issus de graines) don que les 
plants issus des embryons nus présentaient un grand nombre de tiges et de racines, 
probablement dus à la germination d'embryons adventifb (embryogenèse secondaire). 
5- 3.2.2. Germination en sol reconstitué stérile 
Le pourcentage maximal de germination en sol reconstitué (Tunass stérile 
alimenté en solution nutritive) n'est que de 13 7 % pour les embryons produits par la 
méthode classique (lignée SP29, 18 jours après le semis) contre 96 4 % pour les 
embryons produits par paliers de densité (lignée+ FP95.34 jours après le semis). 
Seulement 13 7 % des plantules issues de la méthode classique ont atteint 
le stade foliaire 18 jours après le Janis contre 77 22 % pour les plantules issues de la 
méthode des paliers de densité 34 joun après le semis. Dans ce dernier cas, IO0 % de 
conversion en plantules a été atteint 147 joun (presque 5 mois) après le semis. Quelque 
uns de ces jeunes plants de carotte ont par ailleurs été transplantés dans du substrat 
horticole non stérile où ils ont poursuivi leur développement de manière autotrophe. 
L'encapsulation a permis d'obtenir des plantuies de meilleure quaiiti que 
celles issues des embryons non encapsulés. De plus, les essais en sol reconstitué ont 
démontré que les embryons produits par paliers de densité sont de meilleure qualité que 
ceux issus de la méthode classique (taux de conversion en piantules de 13 % et 100 % 
respectivement). Dans la ütterature, les pourcentages maximum de conversion en plantes 
des embvons encapsulés varient de 50 à 95 % en milieu nutritif aseptique (Kamada et 
Col. 1989, Li et Deng 1990, Molle et col. 1993) et chutent à 4 % en milieu horticole 
(Lu et col. 1990). Ces résultats confirment que la méthode de production par paliers de 
densité permet de produire sans sélection des embryons de qualité égale ou supérieure à 
ceux obtenus par la méthode classique après triage. 
Il demeure nécessaire d'ahnenter les embryons en solution nutritive jusqu'à 
ce qu'ils aient atteint le stade foliaire, ce qui implique le respect de la stérilité des tubes 
de culture pendant de longues périodes (2 à 3 mois). De plus, les gels d'alginate ne 
peuvent constituer à eux seuls une bonne matrice d'encapsulation. Ils ont une dureté 
insuffisante pour procurer une protection efficace contre le stress mécanique (Nouaille 
et Petiard, 1988). Ils sont également très perméables à L'eau, ce qui conduit à une 
déshydratation rapide des embryons à basse humidité relative et diminue leur taux de 
s u ~ e  (Shigeta et col. 1990). Les travaux de Molle et col. (1993) ont démontré que 
lorsque du sucrose est introduit au sein de i'hydrogel, il d i s e  rapidement dans le 
miiieu environnant devenant alors indisponible pour I'embryon. 
Afin de maintenir Phydratation a ie contenu nutritiomel du gel d'alginate, 
L'embryon encapsulé doit donc être enrobé d'une pellicule irnpennéab1e à Peau. Des 
pesticides et des substances antibiotiques peuvent de plus être incorporés dans cette 
couche de protection hydrophobe afin d'assurer une protection sanitaire à i'embryon 
(Friend, 1993). 
6. CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
Lors de ce projet de recherche, un nouveau procédé de production a été mis 
au point afh de synchroniser le développement d'embryons somatiques (ES) de carotte 
produits in vipo. Ce procédé utilise des paliers de densités cellulaires et embryo~aires 
afin de bloquer réversiblement leur développement Ion de la production. Une fois le 
blocage levé, les embryons poursuivent alors leur développement de manière synchrone. 
La synchronisation de la production des embryons somatiques constitue une 
avancée importante dans le domaine de l'embryogenèse somatique. Elle permet la 
production d'embryons de qualité, ce qui constitue la condition sine qua non à une 
éventuelle utilisation commerciale des embryons somatiques. Jusqu'à présent, une seule 
équipe avait réussi à produire une population synchrone d'embryons, mais le montage 
compliqué qui avait été employé était incompatible avec une mise à l'échelle industrielle. 
La méthode de production par paliers de densité (MPD) mise au point ici présente le 
double avantage d'être simple, efficace et très malléable. 
La culture synchrone des embryons permet par ailleurs une diminution 
signiticative de la germination en culture, qui peut même être totalement éliminée par un 
traitement à 90 jg.1-l de sucrose lors de la dernière étape de la production en MPD. Pour 
la première fois, on dispose désormais d'une technique simple de conservation des 
embryons, qui permet de retarder le semis sans pour autant afEecter leur taux de 
germination post-récolte. 
Bien que la productivité du procédé par paliers de densité soit déjà 
largement suffisante pour satiJfaire les besoins de I'industrie (un bioréacteur de 2 litres 
peut produire jusqu'à 4 millions d'embryons somatiques), la qualité des embryons et les 
pourcentages de germination en sol sont encore inférieun à ceux des vraies graines. Les 
conditions de cultures doivent donc encore être optimisées pour s'ajuster aux besoins 
des embryons tout au Long de leur développement, et ainsi augmenter leur qualité. 
Les résultats recueillis au cours de ce travail ont perrnis de déterminer que le 
métabolisme nutritionnel a respiratoire des embryons change au cours de leur 
développement- Les conditions de ailîure (iaux d'inoculation, potentiel osmotique, 
composition du milieu, concentration en oxygène dissous, etc) doivent donc être 
différentes lors de chaque étape de la production par paliers de densité. Pour optimiser 
ces paramètres et augmenter encore la qualité des embryons produits, l'utilisation d'un 
modèle mathématique semble incontournable pour éviter de longues années de 
fastidieuses recherches du type 'cessai-e~eur". 
La synchronisation des cuLtures d'embryons est la clef de voute du 
gigantesque édifice que constitue l'embryogenèse somatique. Plus qu'un simple outil de  
production, la méthode de production par paüers de densité constitue un pas décisif vers 
une meilleur connaissance des processus impiiqués lors du développement et de la 
germination des embryons végétaux. Ainsi, malgré toutes les difFcultés qui doivent 
encore être sumontées, la viaôilité des semences artjficieiles est chaque jour un peu plus 
proche. Une nouvelle à e  agronomique est déjà à notre porte, chargée d'espoirs et de 
peurs: celle des plantes transgéniques. 
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Les auxines 
L'acide indole-3-acétique @A) est la seule amine naturelle connue. Cette 
molécule proche de la sérotonine est produite principalement dans les bourgeons foliaires, 
les jeunes feuilles, les graines en développement et plus générafernent les cellules 
méristèmatiques en division, L'acide indole-3-acétique supportant mal I'autoclavage, ii ix 
été remplacé dans les d e u x  de cul- par l'acide 2,4-dichlorophenoxyacétique (2,4-D), 
une auxine de synthèse aussi utilisée comme herbicide. 
Les auxines sont transportées uniduectionneIIement (de la cime vers les 
racines) de cellule en cellule par transport actif à travers la membrane plasmique. Elles 
agissent sur la division et la dinérenciation des ceiiules. A haute concentration (près de la 
source de synthèse) 1'W stimule la division cellulaire alors qu'à basse concentration 
(loin de la source de synthèse) il l'inhibe. Aux concentrations intermédiaires, il stimule 
l'élongation et la diiérenciation des cellules. 
Dès la fécondation, les jeunes embryons zygotiques produisent de 171AA. 
Chez la fraise, c'est cette libération d'auxine qui permet le développement du h i t  et des 
tissus périphériques. 
Prés de 80 gibberehes, dont I'acide gibberellique (GA& ont été 
identifiées jusqu'a présent. Ces phytohormones sont produites dans les jeunes tissus des 
tiges et les graines en train de germer. Eues stimulent L'allongement des tiges et des 
racines en provoquant à la fois la f i s ion et l'élongation des cellules qui se gorgent 
d'eau. Dans la graine, elfes permettent à la prrmière racine de percer l'enveloppe et 
participent également à la mobilisation des résewes insolubles de la graine pour permettre 
la germination. 
L'acide abscissiaue 
L'acide abmissique (ABA) est synthétisé dans les feuilles matures et dans 
les graines en développement. Il intemient dans toutes les réponses de la plante au stress, 
notamment au stress hydrique. L'acide abscissique inhibe la division et L'élongation 
cellulaire et joue un r6le dans le contrôle de la transpiration de la plante (ouverture et 
fermeture des stomates). Il participe également à la régulation du taux de synthèse des 
protéines et de i'ethyiène- 
Dans la graine, les tissus accessoires et i'embryon synthétisent de I'ABA 
qui jouerait un rôle dans la régdation de l'embryogenèse, le stockage des réserves, la 
résistance à la dessiccation a inhiberait la germination précoce. 
L' éthvlène 
L'éthylène (C&) est une phytohormone gueuze produite dans presque 
tous les tissus en réponse à un stress, et partiailmement au moment de la chute des 






b: La composition du milieu BS est identique à celle du milieu MI avec 20 g.l-l de 
sucrose au Lieu de 30 gX' (Gamborg, Miller et Ojima 1968) 




a: (Murashige et skwg 1962) 
b: La composition du milieu B5 est identique a celle du milieu MI avec 20 g.l-l de 
sucrose au lieu de 30 g.1" (Gamborg, Miller et Ojïma 1968) 
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ANNEXE 3: SUITE 
Reacteurm  laca ans^ Date Milicii' Lignee Taux Temps 
Inoc, av, getin' 




























Poids ~inb.max, '  % germ. % 
sec finalu canv 
mas! 
(di) (nb ET1 ml) - 
lkgende A la page suivante 
1 
Réacteur'   la cons^ Date Milieuc , Lignee Taux Tps Poids ~mb.rnax.' K genn. % 
l Inoc, av, sec final8 conv 
813 3017196 MPO (f) 9 5 - 9  5,0 dl 6 0,2 &2,3 306 56%(12j) 23% 
F13-r MF0 (î) , idem ideni 4 0,642,i 352 S3%(12j) 23% 




MPO(f) t 90 I 
' Q 
B 15 27110/96 g/l de sucrase 1 FP95-1-22 $,O dl - 0,7 h 5,2 1384 0 %  92 % 
F 15-r ideln idem ide111 - I ,3  B 3,7 JO5 0 %  
VI 5 4  idciii (A) , idciii idciii - O,Bt14,4 860 ' 0% 57 % 
a: Volume utile initial de 1,8 liire. 
b: Moyenne de deux flacons agites de 540 ml, volume utile initial de 0,25 litre. 
c: La coiiiposiiion ddtaillee des milieux yst prbsei~ttee en annexe 2. Mlssl l ddsige le milieu Ml sans hotinones. La 
mention (f) indique un milieu stdrilisd par filtration, la inention (a) indique un milieu stdrilis6 par autoclavage. 
d: de matikre humide par litre de miliep. 
e: Temps du prdlbvement précedant l'apparition des premiers einbryons gernits dans le inilieii. 
f: Nombre maxiinal d'embryoiis torpille$ appnreliiiiiciit normaiix par 1111. 
y: Taux maximal de geminutioii en cidi~ire. IR temps di1 dernier prklt5vemeiil est indiqiib entre parentldses. 
A- s: ESïïMATION DU NOMBRE D'EMBRYONS AU STADE GLOBULAIRE ET 
COEUR, EXEMPLE DE LACUVÉE 88 
Données disponibles 
A chaque échtiIIolulylge: 
La concentration en embryons torpiiies (T), la concentration en 
embryons gennés (P) 
En& de d e  ( h i e r  échontiiio113#7gee): 
La concentration en embryons globulaires (Gr = 220 emb-ml-% en 
embryons coeurs (G = 90 e m b d - 3  en embryons torpiiies (Tf= 12 
emb-ml-'), en embryons torpilles anomaux (&= 6 emb.dl)  a en 
embryons germés (Pr = 72 emb.mil) 
En cours de cuvée 
Les premiers embryons globulaires sont apparus à I+4, les prem iers 
embryons coeurs sont apparus à I+11, la concentration en embryons 
torpilles (T + P + A) est stable de 1+2 1 a I+3 5. 
De plus 
L'apparition des embryons torpilles dans le milieu de culture suit une 
évolution exponentielle (r2 = 0,98), comme c'est le cas dans 80 % 
des cultures. 
On se propose d'estimer la concentration en embryons globulaires et coeur lors des 
échantillonnages. Pour se f&, on ffat les hypothèses suivantes: 
HI) hisque l'apparition da embqons topines drrnr le milieu de culdure suit une 
évoluîïon eaponena'clIc, l'apparition ds embryons globulaàms et coeurs suit 
également une Lvolntion aponenn'elk 
H2) Lorsque la concenfranLon en embvons forpi1Ics est stable, la concenirrdrions en 
embryolls g l o b u l h  d cuems sont siObles ce qui signifie que lorsque le développement 
des embryons coeur est stoppé, le développement des embryons globulaires l'est 
également. 
Dans le cas de B8, la concentration m a d e  d'embryons qui ont atteint le stade 
globulaire est de 400 emb.mlol ( soit Gf + Cf + Tc + Pr + &) ce qui signifie que l'on passe 
de  O ernb-ml-' à 400 ernb-ml-' entre I+û et 1-1. La concentration des embryons au stade 
globulaire et plus peut donc être estimée selon l'équation G+ = G + C + T + A + P = 1,36 
* 1'3 1' où t représente le temps de fonctionnement en jours. 
De même, la concentration maximale d'embryons qui ont atteint le stade coeur est de 180 
emb.ml-' (G + Tf + Pr + &) ce qui signifie que l'on passe de O emb-de' à 180 emb-ml'' 
entre W8 et I+21. La concentration des embryons au stade coeur et plus peut donc être 
estimée selon l'équation C+ = C + T + A + P = 1,36* l,3 1' où t représente le temps de 
fonctionnement en jours. 
Finalement, la concentration en embryons globulaires et coeur est obtenue grâce aux 
équations suivantes: 
G=G+-C+ 
C = L - T - A - P  
207 














Les pronls d'apparition sont en accords avec ceux obtenus par comptage 
par Ducos et col. (1993), Fuji a col. (1990) et Hari (1979). 
ANNEXE 6: ESTIMATION DU NOMBRE D'EMBRYONS AU STADE GLOBULAIRE ET 
COEUR,-EXEMPLE DE LA B9, 
Données dis~onibics: 
A c?taîpe échmtiiIonnage: 
La concentration en embryons torpilles (T), la concentration en 
embryons germes (P) 
En &ut rie cuvée (inocuiiztzon): 
La concentration en embryons globulaires (G) 
E n f i  de d e  (üèrnier échantillonnage): 
La concentration en embryons globulaires (Gf), en embryons coeurs 
(G), en embryons torpilles (Tf) et en embryons germés (Pf) 
En cours de cuvée 
Les premier embryons coeurs sont appams à I+3, la concentration 
en embryons torpilles (T + P) est stable de I+16 à i+23. 
De plus 
L'apparition des embryons torpilles dans le milieu de culture suit une 
évolution exponentielie (R = 0,98), comme c'est le cas dans 80 % 
des cultures. 
On se propose d'estimer la concer;tration en embryons globulaires et coeur lors des 
échantillonnages. Pour se faire, on fait l'hypothèse suivante: 
H) L'qponlion &s embryons COCII~S le màfieu dc cufture suit une évolution 
aponentiellc; ce qui revient à dire que la dripllcl'n'on cls emhyoms gIobuiàiks suit 
é'&aZelttent une i v o l n ~ o ~  aponentkk 
Dans le cas de B9, la concentration en embryons globulaires dans le milieu passe de 4000 
emb.rnl" à 2100 ernb.mil de I+1 à H 3 .  Si on applique une 6volution exponentielle entre 
ces deux points on obtient Péquation suiv~me: G = 4153,3 *0,9St ou t représente le temps 
d'opération en jours. 
La concentration en embryons coeurs est obtenue grâce à IS&pation suivante: C = 4000 - 













ANNEXE I: RESULTATS DÉTAIUÉS DE LA cUVÉE B8 
Glob. Coeur Torp. Torpu Ccnn, 
nb anhfnil nb unWd adkl nb anhhi nb d m 1  
O O O O O 
cd1 - E ccll - NE rot-Cclukr ail.u Cie 
(nb d l  r ml)* I M  fnb cdt I m n  *!Oco tab 4 fin* 1- m d s i l r u d l  r- 1 
0.4 0.8 12 0.63 
0.4 0.8 1 3  0.79 0.00 
0.5 0.8 1 S 0.90 0.0 1 
0.6 09 1.5 1 ,O8 0.04 
0.9 1.4 73 1.01 O. 14 
2,1 2 3  4.7 0.75 0.18 
5-1 4.0 9.1 0.49 0.22 
53 5.3 103 054 0.04 
5.3 5.8 11.1 0.59 0.02 
5.4 5.8 11.1 0.59 0.00 
5-4 5.8 112 0.60 0.00 
ANNEXE 8: RESULTATS DÉTAIUÉS DE LA CUVÉE F8-R 










Glob. Coeur Torp. Torpnn Germ. 
nb anblmi nb a W m I  nb anbimi nb cmbhnl nb m W m i  I 
10 O O O O 
21 3 1 1 O 
48 11 4 3 O 
88 37 6 4 O 
150 67 3 1 22 O 
1 50 67 10 7 36 
150 67 O O 53 











mg PS / Iûcé cell j-i 
0.56 
0.70 0.07 
0.9 1 0.11 





q NO3 Yc/N03 





429 14 1 
67 922 
40 847 







ceil- E ceiï - NE tot - Cellules masse PC 
(nb cc11 mi) 'Vûe-6 mg PS f 1 M  ceIl j- 1 
2,70 0960 3 3  0,2 I 
2.73 0960 343 0.35 0,008 
2992 0,6 1 333 0-39 0,059 
3,47 0963 1,09 0,39 O, 147 
4 m  0,64 * S,47 0,34 0,290 
-- - 
q /PO4 Yc/POJ 
prnole / 1 mIOt6 cc11 nb œil f rnmole 
q /NH4 Yc/NHI 
pnolei I LM ccll nb a i 1  1 pmole 










q / 0 2  YdO2 
pmole / J * 10c6 cc11 nb ceif / umole 
q / NO3 YJN03 




9 1,62 3744 
ANNEXE 10: GRAPHIOUE RÉCAPITULATIF DE LA CUVÉE BI6 
AriWEXE Il: RESULTATS DETAELES DE LA CWEX B9 
GLOB COEUR TORP GERM 1 % gerin % coav 










TCS I O2 Yd02 
rimolellm I O c 6 d i  nball lmnde 
600 344 
333 474 




290 1 34 
M6 1 1 1  
T TCSICHO YciCHO 
m 3 l f l 0 l s R k 6 a l l l  nb I O e 6 d f p  
3 17 I 
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300 I .O 
A- 15: RESULTATS DETAILLES DE LA CUVEE BIS 





























(nb c d I l m i l * l M  m~PSllüeéail 
2.4 





3s 0.7 1 
10.4 036 
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17 I I  
6 Il9 
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i 1 12 
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q IO2 Yu02 
umolerJ"lOeddl nbcdllvmok 
2003 21 
t 855 12 
1686 25 











6169 3 3  
8370 5.0 
879 1 1 .O 
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